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RESUMO

Nas ultimas décadas a obesidade se tornou uma epidemia mundial. Tem sido
demonstrado que o excesso de tecido adiposo favorece o desenvolvimento de
doengas associadas como a hipertensdo arterial, diabetes do tipo Il e alteracdes
ventilatorias. Além disso, a obesidade materna pode interferir na programacao e no
desenvolvimento embrionario, fetal e neonatal do sistema neuroenddcrino,
aumentando o risco de doencas cardiorrespiratérias desde a infancia até a idade
adulta. Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar as respostas
cardiovasculares, ventilatorias e metabdlicas nas proles jovem (P28-35 e P40) e
adulta (P90) de ratas submetidas a dieta hiperlipidica (DH). Para tanto, foram
utilizadas ratas Holtzman adultas virgens (240 a 260 g) submetidas a dieta padrao
(DP) ou a DH durante um periodo de 6 semanas antes do cruzamento e também
durante os periodos de gestacédo e de lactagao. A prole foi padronizada para 8 filhotes
no terceiro dia de vida, os quais foram desmamados no P21 e apenas a prole macho
foi utilizada e alimentada com DP desde o momento do desmame até o momento dos
experimentos. Na prole jovem (P28-35 e P40) e adulta (P90), foram analisadas: a)
perfil metabdlico; b) a ingestdo alimentar e de &gua; c) as respostas ventilatérias
durante a ativacao do quimiorreflexo em condi¢des de hipoxia e de hipercapnia; e c)
as alteracbes na pressdo arterial e na frequéncia cardiaca basais, bem como a
sensibilidade do barorreflexo. Os resultados mostraram que a prole jovem de maes
alimentas com DH apresenta varias alteracdes nos perfis lipidicos e metabdlicos, além
de uma maior excre¢do urinaria de sddio, um aumento da resposta ventilatoria a
hipoxia e uma reducéo da funcédo do barorreflexo. Na prole adulta, parte da funcéo
cardiorrespiratéria é parcialmente recuperada, embora ainda haja algumas alteracoes
metabdlicas, tais como aumento do tecido adiposo e da concentracdo sérica de
triglicerideos. Além disso, a prole adulta de maes alimentadas com DH apresentam
hiperfagia. Os resultados mostram que a prole jovem de maes alimentadas com DH
tem alteracBes autondmicas, ventilatorias e metabdlicas. A recuperacdo parcial da
funcdo cardiorrespiratoria na prole adulta de maes alimentadas com DH sugere que
essas possiveis alteracdes intrauterinas foram parcialmente corrigidas durante o

desenvolvimento pos-natal e foram adequadas na vida adulta.

Palavras-chaves: obesidade, hipoxia, barorreflexo, leptina, hipercapnia, insulina.



ABSTRACT

In recent decades obesity has become a worldwide epidemic. It has been shown that
excessive adipose tissue favors the development of associated diseases such as
hypertension, type Il diabetes and ventilatory changes. In addition, maternal obesity
may interfere in the programming and embryonic, fetal and neonatal development of
the neuroendocrine system, increasing the risk of cardiorespiratory diseases from
infancy to adulthood. Therefore, the objective of the present study was to evaluate the
cardiovascular, ventilatory and metabolic responses in young (P28-35) and adult (P90)
offspring of dams submitted to the high fat diet (HFD). Adult Holtzman dams (240 to
260 g) were submitted to standard diet (SD) or HFD for a period of 6 weeks before
mating and during gestation and lactation periods. The offspring was standardized for
8 pups on the third day of life, and were weaned at P21 and only male offspring were
used and were fed with SD from this period to the end of the experiments. In young
offspring (P28-35 and P40) and adult offspring (P90), we analyzed: a) metabolic
profile; b) food and water intake; c) ventilatory responses during the activation of
chemoreflex under conditions of hypoxia and hypercapnia; and c) changes in baseline
blood pressure and heart rate, as well as baroreflex sensitivity. The results showed
that young offspring of dams fed HFD present several changes in the lipid and
metabolic profiles, as well as a higher urinary sodium excretion, an increase in
ventilatory response to hypoxia and a reduction in baroreflex function. In adult
offspring, part of the cardiorespiratory function is partially recovered, although there
are still some metabolic alterations, such as increase of the adipose tissue and the
serum concentration of triglycerides. In addition, adult offspring of dams fed HFD
present hyperphagia. The results show that the young offspring of dams fed HFD has
autonomic, ventilatory and metabolic alterations. Partial recovery of cardiorespiratory
function in adult offspring of dams fed HFD suggests that these possible intrauterine
changes were partially corrected during postnatal development and were adequate in
adult life.

Keywords: obesity, hypoxia, baroreflex, leptin, hypercapnia, insulin, offspring.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, a obesidade tornou-se uma epidemia mundial (NCD-
RisC, 2016). Estima-se que aproximadamente 500 milhGes de pessoas adultas no
mundo sejam obesas, sendo 266 milhées homens e 375 milhdes mulheres (NCD-
RisC, 2016). No Brasil, segundo os ultimos dados divulgados pelo IBGE (IBGE, 2013)
a incidéncia de obesidade é de 20,8% da populacdo adulta, e 0 sobrepeso, por sua
vez, atinge mais da metade (56,9%) dos adultos em todas as regides do pais. A
obesidade é de origem multifatorial envolvendo fatores genéticos e epigenéticos,
metabolicos e aspectos ambientais relacionados aos habitos de vida, tais como o
aumento da ingestéo calorica, a reducéo do gasto energético e o aumento do estresse
cronico (Taylor et al., 2014; Baccarelli et al., 2012; Finucane et al., 2011; Heber, 2010;
Ozzane, 2015; Krogh-Madsen et al., 1985; Kyrou and Tsigos, 2008). Apesar de todo
o esfor¢o na tentativa de diminuir esses numeros, a perspectiva para o futuro é de
aumento da prevaléncia de individuos com excesso de tecido adiposo (Gregor and
Hotamisligil, 2011). Além de ser uma grande ameaca para a saude da populacao, a
obesidade e doencas associadas tem consequéncias econdmicas que nao se limitam
aos elevados custos médicos, mas incluem também os custos indiretos ou sociais,
tais como: diminuicdo da qualidade de vida, problemas de ajustes sociais, perda de
produtividade, incapacidade com aposentadorias precoces e morte (Bahia and Araujo,
2014).

Estima-se que cada aumento de 10% no indice de massa corporal (calculado
pela divisdo da massa corporal pela altura ao quadrado), esta associado a elevacao
da pressao arterial sistélica em 3,9 mmHg (Timpson et al., 2009). Nesse contexto,
dados da literatura tém demonstrado que a fisiopatologia da co-ocorréncia de
obesidade e hipertenséo tem sido foco de inimeros estudos nos ultimos anos (Erdos
et al., 2011; Kloet et al., 2013). De fato, varios fatores que podem interagir entre si tém
sido descritos como facilitadores da hipertensdo derivada da obesidade. Entre eles
podemos citar a ativacdo do sistema renina-angiotensina (SRA) periférico e no
sistema nervoso central (SNC), processo inflamatério crénico de baixa intensidade na
periferia e no SNC, maiores niveis de leptina e insulina (Hilzendeger et al., 2012;
Sriramula et al., 2013; de Kloet et al., 2014; Xue et al., 2016; Freitas et al., 2007;
Speretta et al., 2012; Speretta et al., 2016; Fardin et al., 2012). Esses fatores levam a

maior atividade do sistema nervoso simpético (ANS) e/ou reduc¢des na funcdo do
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barorreflexo, com consequente aumento da pressao arterial (Hall et al.,, 2013;
Aghamohammadzadeh and Heagerty, 2012; Xue et al., 2016; Freitas et al., 2007,
Fardin et al., 2012; Arnold et al., 2009; Putnam et al., 2012). A obesidade além de
promover hipertensdo, também promove alteragfes na ventilacdo. Entre os disturbios
respiratorios associados a obesidade destacam-se a sindrome da hipoventilagcdo e a
apnéia obstrutiva do sono (O'Donnell et al., 1999; Ozturk et al., 2003). Varios estudos
demonstram que ha uma relacdo entre disturbios respiratérios e maior atividade
simpatica (Zoccal et al, 2008; Freet et al., 2013; Ghias et al., 2009), uma vez que a
ativacao dos quimiorreceptores resultada em aumento da pressao arterial devido a
ativacdo simpatica (Calvelo et al., 1970; Heistad et al., 1975; Moraes et al., 2012).
Esses achados demonstram a importancia do estudo da fisiopatologia das alteracdes
cardiovasculares e ventilatorias induzidas pela obesidade.

Em roedores a obesidade pode ser induzida pelo consumo por um periodo de
tempo de uma dieta hiperlipidica (DH) (Smith et al., 2014), por uma dieta padréo (DP)
associada a uma solucdo de frutose (Li et al., 2015), a qual tem sido adicionada
sistematicamente em alimentos industrializados e bebidas adocicadas (Hanover and
White, 1993) ou por uma DH palatavel, que consiste na combinacdo de DH com
carboidratos simples (Speretta et al., 2012; Speretta et al., 2016; Estadella et al.,
2004). A DH palatavel se assemelha com a DH e hiperglicémica adotada nas
sociedades ocidentais, e estudos em roedores mostram que se consumida durante a
gestacao pode causar consequéncias na prole (Akyol et al., 2009; Patel et al., 2009).
Dados da literatura e do nosso laboratério demonstraram que a ingestdo de DH induz
alteracfes metabdlicas, tais como hiperlipidemia, hiperleptinemia, hiperinsulenemia,
aumento da glicemia, diminuicdo da sensibilidade a insulina, aumento da ANS,
aumento da atividade do SRA periférico, aumento da expressao de componentes do
SRA central, redugéo do barorreflexo e aumento da pressao arterial e alteragbes
ventilatorias (Hall et al., 2010; Speretta et al., 2012; Speretta et al., 2016; Fardin et al.,
2012; Boustany et al., 2004; Leite et al., 2013; Guimaraes et al., 2014; Speretta et al.,
2018).

Sistema renina-angiotensina, leptina e insulina: efeitos cardiorrespiratérios na

obesidade
A participacdo do SRA € essencial na regulacdo cardiovascular. A angiotensina

I (ANG 1), um dos componentes finais da cascata do SRA, pode atuar em dois
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subtipos de receptores: receptor AT1 e receptor AT2 (Tsutsumi and Saavedra, 1991).
Os efeitos classicos da ANG II, tais como vasoconstricdo, secrecdo de aldosterona,
secrecao de vasopressina, reabsorcdo de sodio e agua e facilitacdo simpatica, sao
mediadas pelos receptores AT1 tanto na periferia como no SNC (Ilwai and Horiuchi,
2009; Kaschina and Unger, 2003, McKinley et al., 1996; O"Callaghan et al., 1996). Por
outro lado, a ANG Il pode ter também efeitos opostos as suas acdes classicas citadas
acima atuando em receptores AT2 (Gallinat et al., 2000). Por exemplo, Gross et al.
(Gross et al., 2000) demonstraram que camundongos knock-out para-receptores AT2
tem maiores niveis de pressdo arterial basal e a associagdo do agonista de AT2
(composto 21) com o antagonista de receptores AT1, candasertan, induz uma maior
gueda da pressao arterial em ratos hipertensos comparados com os efeitos do
candasertan sozinho (Bosnyak et al., 2010). Desta forma, parece que a ativacéo de
receptores AT1 e AT2 pela ANG Il tém efeitos antagonicos na regulacdo da pressao
arterial. Sendo assim, durante a obesidade, os possiveis efeitos deletérios da maior
atividade dos SRA atuando em receptores AT1, podem ser melhorados por um
blogueio de receptores AT1 ou pela ativacao de receptores AT2.

Além da maior ativacdo dos SRA, durante a obesidade ocorre um aumento nos
niveis séricos de leptina (Fardin et al., 2012; Haynes et al., 1998; Considine et al.,
1996), horménio produzido pelo tecido adiposo, circula livremente no plasma e
atravessa a barreira hematoencefalica por meio de transportadores especificos, tem
sua producdo aumentada durante a obesidade. Este hormoénio atua principalmente
em neurbnios proopiomelanocorticotrépicos (POMC) no hipotalamo, que uma vez
ativados promovem a liberacdo do hormonio estimulante alfa-melanécito (a-MSH), os
guais ativam receptores de melanocortina (MC3/4R) (Hall et al., 2010; Elias et al.,
2000). A ativacao desse sistema no SNC além de inibir o apetite, promove aumento
da atividade simpatica, frequéncia cardiaca, pressao arterial e aumenta a ventilacao
(Bassi et al., 2015; do Carmo et al., 2016; Bassi et al., 2016). E interessante observar,
gue individuos obesos apresentarem uma resisténcia a acéo da leptina no SNC, o que
explicaria o desenvolvimento da obesidade mesmo com altos niveis plasmaticos de
leptina, porém a resisténcia a leptina parece ndo afetar as vias de modulacdo da
atividade simpética e por isso os individuos obesos tornam-se hipertensos (Hall et al.,
2010; Considine et al., 1996). De maneira interessante, parece existir uma interagao
entre 0 SRA e a ativacdo do sistema melanocortina ativado pela leptina induzindo

aumento da presséao arterial, uma vez que a ativacdo do SRA aumenta os niveis de
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leptina (Cassis et al., 2004) e o bloqueio de receptores AT1 no prosencéfalo reduz o
efeito simpatoexcitatorio da leptina (Hilzendeger et al., 2012).

Outros estudos mostram também uma relacdo entre leptina e respostas
ventilatorias. Ratos Zucker obesos, um modelo animal experimental de obesidade que
apresenta mutacdes no receptor de leptina, apresentam respostas diminuidas da
guimiossensibilidade central e periférica tanto ao estimulo de hipercapnia quanto ao
estimulo de hipéxia (Nakano et al.,, 2002). Ademais, camundongos ob/ob, que séo
deficientes em leptina sdo caracterizados por terem uma ventilagdo basal diminuida
além de uma resposta ventilatéria diminuida ao estimulo de hipercapnia, o que pode
ser restaurado por reposicao sistémica (O'Donnell et al., 2000) ou central de leptina
(Bassi et al., 2012). Estudos recentes demonstraram que a ventilacdo pode ser
aumentada apds administracdo intravenosa de leptina ou que ratos tratados com DH
por 6 semanas, que apresentam hiperleptinemia, tem aumento da frequéncia
respiratdria e aumento da atividade do musculo abdominal a hipercapnia (Speretta et
al., 2018). Em conjunto, esses dados sugerem que a leptina age também modulando
a ventilacdo basal e as respostas ventilatorias. Estudos com individuos obesos que
apresentam com apnéia obstrutiva do sono, uma disfuncdo respiratoria bastante
comum na obesidade, tem uma maior concentracdo plasmatica de leptina em
comparacao a individuos obesos ndo apnéicos, sugerindo uma possivel resisténcia a
funcéo da leptina sobre o controle ventilatorio desses pacientes (Ozturk et al., 2002).

Outras caracteristicas bastante prevalentes na obesidade sédo a alta
concentracdo de insulina plasmatica e a resisténcia a insulina. Sugere-se que a
hiperinsulinemia pode estar associada as alteracdes ventilatérias presentes na
obesidade (revisdo em Conde et al. 2014). Dados de Ribeiro et al, 2013 demonstraram
gue ratos tratados com dieta rica em sacarose ou DH apresentavam hiperinsulenimia
associada a um aumento da ventilacdo basal e 0 aumento da resposta ventilatoria a
hipdxia isquémica, as quais séo revertidas apés a resseccao do corpusculo carotideo,
gue contem receptores de insulina. Desta forma, esses autores sugerem que a
insulina pode ativar o corpusculo carotideo, aumentando a ventilagdo e a resposta
ventilatéria a hipoxia. Além de alterar a ventilacdo, véarios estudos tem demonstrado
gue a insulina agindo no SCN aumenta a ANS lombar e a pressao arterial (Muntzel et
al., 1994; Mayer et al., 2013), e que parte deste efeito parece ser dependente de uma

maior ativacdo do SRA central pela insulina (Muntzel et al., 2004).
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Durante a hipertensdo associada a obesidade, a sensibilidade dos
barorreceptores esta diminuida (Fardin et al., 2012; Guimardes et al., 2014). O
prejuizo na funcéo barorreflexa pode ser critica para o desenvolvimento/manutencao
da hipertenséo, uma vez que uma reducéo no ganho do barorreflexo pode contribuir
para o aumento da atividade simpatica e hipertensdo (Lohmeier et al., 2004). Um
possivel mecanismo para o prejuizo do barorreflexo presente na obesidade é a
leptina. Fardin et al., 2012 demonstraram que ratos alimentados com dieta
hiperlipidica (obesos) apresentaram prejuizo da fungéo barorreflexa apés 20 semanas
de tratamento. Esse prejuizo parece ser devido a acdo da leptina, pois apos a injecao
de leptina em ratos controle ocorreu um comprometimento da funcdo barorreflexa.
Além da leptina, ANG Il pode ser um outro possivel mecanismo para o prejuizo do
barorreflexo na obesidade, uma vez que ratos obesos tem reducdo da funcéo
barorreflexa associada a um aumento da expressao de receptores AT1 no nucleo do
trato solitario (NTS) (Speretta et al., 2016), e a ativacdo desse receptores no NTS pela
ANG II, promove uma reducdo da sensibilidade do barorreflexo (Michelini and

Bonagamba, 1990; Kasparov et al., 1998).

Obesidade materna e impacto sobre a pressao arterial e ventilatdoria da prole

A perpetuacao do ciclo de obesidade tem sido demonstrada, uma vez que pais
obesos tem uma maior probabilidade de ter criancas obesas (Ozanne, 2015; Patel et
al., 2015). Desta forma, nos ultimos anos, varios estudos tém descrito que eventos
vivenciados in utero ou durante a vida perinatal (gestagcédo, lactacdo e primeira
infancia) podem afetar o desenvolvimento dos érgéos e sistemas, levando a um maior
risco de desenvolvimento de hipertensédo arterial e obesidade na vida adulta da prole
(Taylor et al., 2014; Baccarelli and Ghosh, 2012; Ozanne, 2015; Taylor and Poston,
2007; Dearden and Ozanne, 2015).

Durante o periodo pré- e pos-natal, o SNC esta em fase de desenvolvimento e
amadurecimento neuronal. Modificacbes durante essa fase podem influenciar de
forma permanente as conexdes neuronais, comprometendo as funcodes
neurovegetativas e aumentando a possibilidade de aparecimento de doencas na idade
adulta. Essas modificacbes podem ocorrer através dos mecanismos epigenéticos
como, por exemplo, o desenvolvimento de hipertenséo arterial, altera¢cbes na atividade
ventilatoria e obesidade (Taylor et al., 2014; Baccarelli and Ghosh, 2012; Mehler,
2008; de Brito Alves et al., 2015; Guimarées et al., 2017; Ideraabdullah and Zeisel,
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2018). Essas modificacdes estdo associadas a mecanismos epigenéticos - alteragdes
no processo de transcricdo génica, induzida por fatores externos, sem qualquer
modificacdo na sequéncia de nucleotideos do DNA — 0s quais perduram mesmo com
a retirada do estimulo externo (Ozanne, 2015; Patel et al., 2015; Mehler, 2008; Barker
et al., 1989). Os mecanismos epigenéticos ocorrem através de metilagdo do DNA, de
modificacdes na cromatina e também de formac&do micro-RNAs, que sdo RNAs nao
coduificantes. Nesse sentido, 0s mecanismos epigenéticos alteram a expressao do
gene e séo herdaveis (transmitidos durante as divisdes celulares). Existem evidéncias
cientificas mostrando que habitos da vida e o ambiente social em que uma pessoa
esta inserida podem modificar o funcionamento de seus genes. Muitos estudos tém
demonstrado que as modificacbes epigenéticas sdo provocadas por fatores
ambientais como alimentacao, bebidas alcodlicas, cigarro, atividade fisica e estresse
(Ozanne, 2015; Bianco-Miotto et al., 2017).

A programacdo fetal e neonatal estdo intimamente ligadas a essas
modificacdes epigenéticas, pois elas podem ocorrer tanto no Utero materno quanto no
periodo de amamentacdo do recém-nascido. A alimentacdo da mae pode alterar de
maneira permanentemente ou ndo as conexdes neuronais, comprometendo as
funcdes neurovegetativas e aumentando a possibilidade de aparecimento de
determinadas doencas na idade adulta (Ideraabdullah and Zeisel, 2018). A formacé&o
do embrido depende da captacdo de sinais pelas células, sinais estes que podem vir
de dentro das proprias células, de células vizinhas (incluindo as células da mée) e do
meio externo (do ambiente). Os sinais recebidos pelas células irdo determinar néo
somente a morfologia e fisiologia do futuro embrido e individuo, mas também o seu
comportamento. Assim, as células respondem a diversos estimulos: nutrientes,
hormonios, sinais fisicos e comportamentais. Para que todos esses sinais tenham
reflexos na molécula de DNA sob a forma de modificagBes epigenéticas, eles
precisam atingir o ndcleo da célula.

Experimentalmente tem sido descrito que a prole (P30) de ratas tratadas antes
(5 semanas) e durante a gestacdo e lactacdo com DH apresentam aumento na
pressao arterial, provavelmente devido a uma maior atividade simpética (Samuelsson
et al., 2010). Nestes mesmos animais o efeito pressor da leptina exdgena estava
aumentado e a sensibilidade ao barorreflexo estava diminuida (Samuelsson et al.,
2010). Guimarées et al., 2017 demonstraram que as proles adultas (P90) de maes

alimentadas com dieta dislipidémica durante a gestacdo e a lactacado apresentaram
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maior pressao arterial média e maiores respostas ventilatérias a hipercapnia e a
hipoxia citotoxica (0,4% KCN). A prole de ratas obesas também tem um
comprometimento da barreira hematoencefalica em areas hipotalamicas (Kim et al.,
2016), em especial na regido do nucleo arqueado do hipotalamo (centro regulador do
peso corporal em resposta ao gasto energético do organismo). Esse
comprometimento da barreira hematoencefalica pode comprometer a permeabilidade
de moléculas transportadoras pelo sangue. Assim, temos um possivel novo
mecanismo pela qual o risco de obesidade e de disturbios metabdlicos aumenta na

prole de mées obesas.
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2 OBJETIVOS

A fim de nos ajudar a compreender melhor os efeitos da obesidade materna na
funcdo cardiorrespiratoria e metabdlica na prole, os objetivos do presente estudo
foram avaliar as alteragdes cardiovasculares, ventilatorias e metabodlicas na prole
jovem (P28-35 e P40) e na prole adulta (P90) de ratas submetidas a DH.
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3 METODOS

3.1 Animais

Foram utilizadas ratas adultas virgens Holtzman (240 a 260 g) procedentes do
Biotério do Campus de Araraquara da Universidade Estadual Paulista — UNESP. Os
animais foram mantidos em caixas plasticas, em salas climatizadas (temperatura de
23 £ 2° C e umidade de 50 £ 10%), com ciclo claro-escuro de doze horas (luzes acesas
das 07:00 h as 19:00 h). As ratas foram submetidas a DH para inducao da obesidade
materna ou DP para controle e também tiveram livre acesso a agua. A Comissao de
Etica no Uso de Animal (CEUA) da Faculdade de Odontologia de Araraquara —
Universidade Estadual Paulista aprovou todos os protocolos experimentais utilizados
(Proc. CEUA 26/2016).

3.2 Dieta hiperlipidica para inducéo de obesidade

Duas dietas foram utilizadas na presente investigacdo, DP e DH palatavel. A
DP foi composta por racdo balanceada da marca SOCIL (Neovia Nutricdo e Saude
Animal, Descalvado, SP, Brasil) contendo: 23 g de proteina, 49 g de carboidrato, 4 g
de gordura e 5 g de fibras (por 100 g de dieta), conforme fornecido pelo fabricante
(Figura 1A). A DH foi composta por nucleo de ragdo concentrado adicionado de mix
de minerais/vitaminas (PragSolug¢6es Biociéncias, Jau, SP, Brasil), amendoim torrado,
chocolate ao leite e biscoito de maisena, na propor¢ao de 3:2:2:1 segundo descrito
anteriormente (Figura 1B), segundo descrito anteriormente (Speretta et al., 2012;
Speretta et al., 2016; Estadella et al., 2004). Todos os componentes desta dieta foram
moidos, misturados, adicionado agua (200-250 mL/Kg de mistura) e oferecidos aos
animais em forma de pellets. Foi realizado exame bromatologico para avaliar a
guantidade dos macronutrientes, dos micronutrientes e de fibras da dieta, além da
densidade calérica da mesma. A DH continha: 22,30 g de proteina, 40,80 g de
carboidrato, 24,50 g de gordura total, 5,90 g de fibra (por 100 g de dieta). Os valores
caldricos das dietas foram de aproximadamente 3,24 kcal/g para o DP e de 4,73 kcal/g

para o DH.
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(A) Dieta Padrao (DP) (B) Dieta Hiperlipidica (DH)
Sédio (0,27%) Sadio (0,25%)

Proteinas
22,30%

Proteinas

Gorduras

24,50%

Carboidratos
49%

Carboidratos
40,80%

Figura 1 — Composicao nutricional das dietas utilizadas neste trabalho. (A) Dieta
padrdo e (B) dieta hiperlipidica. Outros: matéria mineral. Os resultados sao
apresentados em porcentagem.

3.3 Drogas
As drogas utilizadas foram cianeto de potassio, fenilefrina e nitroprussiato de
sodio (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) diluidas em salina (NaCl 0,15 M).

3.4 Anestesia e eutanasia

Para todas as cirurgias, os animais foram anestesiados intraperitonealmente
(ip) com cetamina (80 mg/kg de peso corporal (pc); Cristélia, Itapira, SP, Brasil)
combinada com xilazina (7 mg/kg de p.c.; Agener Unido, Embu-Guacu, SP, Brasil).
Durante a cirurgia, o nivel de anestesia foi monitorado, verificando o a reacdo ao
reflexo de retirada ao pingamento da pata e foi ajustado, se necessério. Ao final da
cirurgia, os animais receberam uma dose profilatica de antibiético intramuscular (im)
(benzilpenicilina — 80,000 Uls e estreptomicina — 33 mg; Pentabibtico Veterinario —
Pequeno Porte, Ford Dodge Saude Animal Ltda., Campinas, Brasil) e de anti-
inflamatorio subcutanea (sc) (cetoprofeno 1% - 0,03 mL/rato; Ketoflex, Mundo Animal,
Sao Paulo, Brasil) para prevenir infec¢éo e dor/inflamacgéo pés-operatorios. Os ratos
foram eutanasiados colocando-o0s sob anestesia profunda com isoflurano (4% em O:
a 100%) ou tiopental sodico (70 mg/kg de pc, ip), com excecdo de um grupo de fémeas
gue foram rapidamente decapitadas sem anestesia para coletar sangue de tronco
para analise de renina, pois 0s niveis/a atividade da renina podem ser alterados com

anestesia (Carvalho and Cherkes, 1982).
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3.5 Canulacéo da artéria e veia femorais pararegistros basais e para o teste dos
reflexos

Os animais foram anestesiados conforme descrito acima e um cateter de
polietileno PE-10, o qual foi conectado com um tubo de polietileno PE-50, foi inserido
na aorta abdominal através da artéria femoral para registro da pressao arterial pulsétil
(PAP), a PAM e a FC. Um segundo cateter foi inserido na veia femoral para
administracdo dos farmacos, como descrito anteriormente (Balnch et al., 2014; Freiria-
Oliveira et al., 2013). Os cateteres foram conduzidos sc e foram exteriorizados no
dorso do animal. A canulagéo foi realizada 24 horas antes do registro. No dia do
experimento, a canula arterial foi conectada a um transdutor de pressao (P23 DB,
Stathan, Costa Mesa, CA, USA) acoplado a um pré-amplificador (ETH-200 Bridge Bio
Amplifier, Chicago, IL, USA) e ao sistema de registro computadorizado Powerlab para
aquisicdo de andlise de dados (model Powerlab 16SP, ADInstruments, Colorado
Springs, CO, USA). A PAM foi calculada a partir da PAP. A FC foi calculada com a
frequéncia instantanea do sinal da PAP.

A funcao barorreflexa foi também avaliada em animais acordados. Apos um
periodo basal de 30 minutos de registro dos parametros cardiovasculares, 0os animais
receberam infusdes intravenosas (iv) de fenilefrina (fenilefrina, 20 ou 50 pg/mL, para
prole jovem e adulta respectivamente) ou nitroprussiato de sédio (NPS, 50 ou 400
Mg/mL, para prole jovem e adulta respectivamente) para testar as respectivas
respostas reflexas da FC ao estimulo pressor (resposta reflexa bradicardica) e
depressor (resposta reflexa taquicardica). As infusbes foram feitas com bomba de
infusdo (HARVARD APPARATUS, Holliston, Massachusetts, EUA) na velocidade 2,10
mL/min para ninhadas jovens ou 1,10 mL/min para ninhadas adultas. O tempo de
infusdo foi no maxima 40 segundos ou até a PAM atingir o platd. Foram analisadas as
alteragOes de FC a cada 10 mmHg de alteracdo da PAM em resposta as injecdes de
fenilefrina e NPS. As altera¢cfes foram analisadas a cada 10 mmHg, considerando o
intervalo de 10 a 40 mmHg de resposta pressora e hipotensora, tomando-se sempre
a medida da FC 0,8 s apo6s o pico da PAM (Speretta et al., 2016; Blanch et al., 2004.
Freiria-Oliveira et al., 2013). Os valores foram tabelados, foi realizada a regressao
linear para cada animal, e a inclinacdo de cada regressao linear foi utilizada para

calcular as diferengas entre os grupos.
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3.6 Registro da presséo arterial e frequéncia cardiaca por telemetria

As variaveis cardiovasculares, pressdo arterial média (PAM) e frequéncia
cardiaca (FC), foram monitoradas continuamente em ratas acordadas através de
transdutores de telemetria (modelo TA11PA-C40; Data Sciences Int., St. Paul, MN,
USA), que foram implantados na aorta abdominal descendente, contra o fluxo
sanguineo das ratas antes do inicio do tratamento com DP ou com DH. As ratas foram
anestesiadas conforme descrito acima; a seguir, foram posicionadas em uma mesa
cirurgica e foi feita uma laparotomia. Foi feita uma incisdo na superficie ventral do
animal e a aorta abdominal foi isolada para insercao dos transmissores de telemetria.
Em seguida, a incisdo foi suturada e as ratas foram tratados com antibiético e anti-

inflamat6rio conforme descrito acima.

3.7 Medida da ingestdo alimentar, da ingestdo de 4gua e da excrecao urinéria
Para a medida da ingestdo alimentar, de agua e da excre¢do urindria, 0s
animais foram colocados em uma gaiola metabdlica por 24 h. Para a ingestao
alimentar, uma quantidade pré-pesada de racao foi oferecida aos animais e apos 24
h, a quantidade de racéo ingerida foi subtraida da quantidade de ragcdo pré-pesada. A
ingestdo de agua de cada animal foi registrada usando buretas de prolipropileno
graduadas em 1 ml, totalizando uma capacidade de 100 ml. A urina foi coletada, por
gravidade, em um tubo de polipropileno graduado em 0,1 ml. As concentracdes de
sédio e potéssio na urina foram analisadas em fotdmetro de chama e as excrecoes de
sodio e potassio foram calculadas pelo produto da concentracdo de cada ion pelo

volume urinario.

3.8 Medidas de ventilagdo pulmonar

As medidas de ventilagdo pulmonar (VE) foram obtidas por pletismografia de
corpo inteiro (Bartlett and Tenney, 1970). Este método € baseado no principio de que
um animal, dentro de uma camara vedada, teve seu volume de ar corrente inspirado
aquecido, da temperatura da cAmara a temperatura corporal e saturado com vapor de
agua; enquanto na expiracao, seu volume de ar corrente foi esfriado até a temperatura
da camara, havendo perda de vapor de agua. Estas situacfes de aquecer e umedecer
0 ar inspirado e de esfriar e desidratar o ar expirado foram acompanhadas por
pequenas mudancas de pressdo, que podem ser detectadas por um transdutor
sensivel. A cadmara de acrilico, onde o animal foi colocado e pode se mover livremente,

teve conexdo com o transdutor diferencial de pressdo e com outra camara de
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referéncia, a qual evita artefatos de medida provocados pela variacdo de presséo
dentro do laboratério, como a abertura de portas. Além disto, a camara estava
equipada com um termdémetro e uma seringa para calibracdo. Durante as medidas de
ventilagdo, o fluxo foi interrompido e a cdmara selada por curtos periodos de tempo
(~ 2 min) e as oscilagbes na temperatura do ar causadas pela respiracéo puderam ser
medidas como oscilagdes na pressado. Os sinais detectados pelo transdutor diferencial
de pressdo foram coletados por um registrador o qual estava conectado a um
conversor analdgico-digital. Isto permitiu a digitalizagdo dos sinais em um
microcomputador, utilizando um programa de aquisicao de dados. Os dados foram
analisados através de um programa de calculos, permitindo a obtencéo da frequéncia
respiratoria (fr) e da amplitude do sinal (P1). O volume corrente (Vr) foi calculado
através da formula descrito em (Bartlett and Tenney, 1970). A calibragdo do volume
foi feita antes e durante cada experimento por inje¢cdo na camara de uma quantidade
conhecida de ar (1 ml) usando uma seringa graduada. A VE foi calculada multiplicando
o0 Vr pela fr. Segundo (Bartlett and Tenney, 1970), medidas diretas de VE por
pneumotacografia resultam em valores bastante proximos daqueles obtidos por
pletismografia.

Resumidamente, os ratos foram aclimatados a uma camara de pletismografia
(5 L) por 30 minutos. Apds esse periodo, as portas de saida ou entrada para gas na
camara foram fechadas para produzir um volume constante interno e as gravacoes
foram realizadas por 1 minuto. A temperatura da camara ficou em torno de 1 ° C acima
da temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C), com variagao nao significativa ao
longo do periodo (5 min) em que todas as medidas foram feitas. A temperatura retal
foi constante e ndo foram observadas alteracdes significativas entre os grupos. Os
sinais de frequéncia respiratéria (fr) e volume corrente (Vc) foram medidos por
mudancas na pressdo no interior da camara devido a mudancas de temperatura e
umidificacdo nos gases inspirados/expirados. Um espirémetro (modelo ML141; AD
Instruments, Colorado Springs CO, EUA) foi usado para medicdes, e os sinais foram
analisados usando o software Powerlab (Ad Instruments, Colorado Springs, CO,
EUA). O sistema foi calibrado com injecdes de 1 mL de ar ambiente com o animal
dentro da camara de pletismografia. Ventilagdo por minuto foi relatada como o produto
de fr e VT.

As medidas da VE basal foram obtidas com os animais respirando ar ambiente

antes de serem expostos a uma hipercapnia (7% CO2z + 21% Oz + 72% Nz) ou a uma
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hipoxia (10% O2 + 90% N2) como descrito anteriormente (Bassi et al., 2015; Taxini et
al., 2017). Os ratos foram expostos a hipercapnia ou hipoxia durante 5 min antes das
medicbes, que foram feitas durante 1 minuto adicional no final da hipercapnia ou
hipdxia.

Apds a medida da VE basal em ratos inteiros, foi utilizada hipoxia hipoxica (10%
0O2) para estimular os quimiorreceptores periféricos ou hipercapnia (7% CO2) para
estimular os quimiorreceptores centrais. Apos esses estimulos, que tiveram duracao

de 5 min cada um, a VE foi medida conforme descrito acima.

3.9 Teste de tolerancia a insulina

A sensibilidade a insulina foi medida pelo teste de tolerancia a insulina (TTI) e
a constante de velocidade de desaparecimento de glicose no plasma (Kitt) foi
calculada usando a formula de 0,693/meia-vida bioldgica (ti2). O tu2 da glicemia foi
calculado a partir da inclinacdo da andlise dos quadrados minimos da concentragao
de glicose no plasma durante a fase linear de declinio (Bonora et al., 1989; Delbin et
al., 2012). Os animais foram submetidos a um TTI apds 8 horas de jejum. A insulina
humana recombinante (Novolin R, Novo Nordisk, Montes Claros, MG, Brasil) foi
administrada ip numa dose de 1,0 Ul/kg e amostras de sangue foram coletadas em 0
(antes da insulina), 5, 10, 15, 20, 30 e 60 min apds a insulina da veia da cauda e a
glicemia foi medida usando tiras de teste padrao (One Touch UltraMini/Johnson &
Johnson, Milpitas, CA, EUA). O TTI é expresso como Kitt (%/min), ou seja, a
percentagem da reducédo da concentragao de glicose no plasma por minuto (Delbin et
al., 2012).

3.10 Coleta de sangue e de tecidos adiposos

O sangue troncular foi coletado em tubo sem anti-coagulante para medidas de
perfil lipidico, glicose (GLI), leptina e insulina e em tubo com anti-coagulate (EDTA)
para medidas de renina. Os tubos com os sangues foram centrifugados a 3.000 rpm
por 10 minutos a 4 °C. As concentracdes séricas de triacilgliceréis (TGL), colesterol
total (CT), lipoproteina de alta densidade (HDL) e glicose (GLI) foram determinadas
enzimaticamente (Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil), utilizando equipamento de
automacédo (BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA). Além disso, as
concentragdes de renina, de leptina e de insulina foram analisadas utilizando teste
fluorométrico (para a andlise de renina) ou kits ELISA (para a andlise de leptina e de

insulina), disponiveis comercialmente, seguindo as instru¢des do fabricante
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(ANASPEC, Fremont, CA, USA para renina, MILLIPORE, Billerica, MA, USA for
leptina e ALPCO para insulina Salem, NH, USA).

Por fim, os tecidos adiposos retroperitonial (RET), mesentérico (MES), ovariano
(OVA) para fémeas e epididimal (EPI) para machos foram retirados e pesados, de
acordo com as descri¢des de Cinti (Cinti, 2005).

3.11 Analise estatistica

Todos os dados foram expressos como media + erro padréo da média (EPM).
ANOVA de duas vias seguida pelo pos-teste de Bonferroni ou Student-Newman-Keuls
ou test t de Student foram utilizados para comparacdes. Em todas as comparacoes,

as diferencas foram consideradas significativas com p < 0,05.
3.12 Protocolos experimentais

3.12.1 Efeitos da dieta hiperlipidica sobre a adiposidade, o perfil lipidico, os
niveis hormonais e a pressao arterial em ratas ndo progenitoras

As ratas foram divididas em dois grupos: um grupo foi alimentado com DH e
outro, com DP durante 6 semanas (ratas ndo progenitoras). Ao final desse periodo de
tratamento, as ratas foram submetidas a 8 horas de jejum para realizagdo de TTI.
Ap6s um periodo de 48 horas para recuperacgao, as ratas foram submetidas a 12 horas
de jejum e foram anestesiadas com isoflurano para entdo serem decapitadas e o
sangue troncular foi coletado para posterior analise dos niveis séricos de TGL, CT,
HDL, GLI, leptina e insulina. Por fim, os tecidos adiposos também foram coletados e
pesados, conforme descrito acima.

Dois outros grupos extras de ratas tiveram o mesmo tratamento com DH ou
com DP e apds o periodo de 6 semanas foram decapitadas sem anestesia e 0 sangue
troncular foi coletado para posterior analise do nivel plasmético de renina.

Além disso, outro grupo de ratas, todas inicialmente alimentadas com DP,
passou por implante de transmissores de telemetria na aorta abdominal, conforme
descrito acima. Uma semana apds a cirurgia, as ratas foram separadas em dois
grupos: um grupo foi alimentado com DH e outro grupo, com DP. A PAM e a FC foram
registradas continuamente (taxa de amostragem de 1 kHz; 10 s a cada 5 minutos) por
um periodo de 24 horas, uma vez por semana. O primeiro registro foi realizado 1
semana antes do inicio do tratamento e por até 7 semanas (periodo de tratamento),

totalizando 8 semanas de registro.
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3.12.2 Efeitos da dieta hiperlipidica sobre a adiposidade, o perfil lipidico e os
niveis hormonais em ratas progenitoras

Um grupo de ratas foi submetido a DH ou DP por 6 semanas. ApOs esse
periodo, a fémea foi colocada com o macho por um periodo de 3 semanas para
cruzamento (1 fémeas para 1 macho). Apos essas 3 semanas, as ratas foram
transferidas para caixas individuais e continuaram a ser alimentadas com DH ou DP
durante todo o periodo de gestacdo e lactacdo. Os machos, por sua vez, foram
sacrificados com uma sobredose anestésica de tiopental sédico, como descrito acima.
Ap6s 72 horas do nascimento, a prole foi padronizada para 8 animais. Utilizamos
somente os machos de cada prole para os experimentos, enquanto que as fémeas
foram utilizadas apenas para manutencdo no numero de cada prole, conforme
demonstrado anteriormente (de Brito Alves et al., 2015). Toda a prole foi desmamada
aos 21 dias de idade (P21). As fémeas da prole foram sacrificadas com uma
sobredose anestésica de tiopental sddico, conforme descrito acima e os machos
foram alimentados com DP até o dia dos experimentos (descritos abaixo). Apds o
periodo de lactacdo, as maes foram submetidas a 8 horas de jejum para realizacao
de TTI. Ap6s um periodo de 48 horas para recuperacdo, as maes foram submetidas
a 12 horas de jejum e foram anestesiadas com isoflurano para entdo serem
decapitadas e o sangue troncular foi coletado para posterior andlise dos niveis séricos
de TGL, CT, HDL, GLI, leptina e insulina. Por fim, os tecidos adiposos também foram
coletados e pesados, conforme descrito acima.

3.12.3 Efeitos sobre as respostas metabdlicas, cardiovasculares e ventilatérias
na prole jovem de ratas alimentadas com DH

Proles jovens (P28-35) foram separadas em dois grupos: proles jovens de
maes alimentadas com DH (PJ-DH) e proles jovens de méaes alimentadas com DP
(PJ-DP). Os animais foram mantidos em gaiolas metabdlicas por um periodo de 2 dias
para medidas de ingestdo de racdo, ingestdo de agua, volume urinario e excrecao
urinéaria de Na* e K*. Posteriormente, os animais foram submetidos a 8 horas de jejum
para realizacdo de TTIl. Ap6s um periodo de 48 horas para recuperacao, 0s animais
foram submetidos a 12 horas de jejum e foram anestesiados com isoflurano para entao
serem decapitados e o sangue troncular foi coletado para posterior analise dos niveis
séricos de TGL, CT, HDL, GLI, leptina e insulina. Por fim, os tecidos adiposos também

foram coletados e pesados, conforme descrito acima.
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Em dois outros grupos de prole jovem (PJ-DH e PJ-DP) com P40, a VE foi
medida durante condi¢cbes de normoxia, hipdxia e hipercapnia e o barorreflexo foi
testado por administracao intravenosa de fenilefrina (20 pug/mL) e NPS (50 ug/mL) em
ratos acordados e com livre movimentacgdo. O intervalo entre cada estimulo foi de no

mimino de 10 min ou até o animal voltar ao valor de VE basal.

3.12.4 Efeitos sobre as respostas metabdlicas, cardiovasculares e ventilatérias
na prole adulta de ratas alimentadas com DH

Proles adultas (P90) foram separadas em dois grupos: proles adultas de maes
alimentadas com DH (PA-DH) e proles adultas de maes alimentadas com DP (PA-
DP). Os animais foram mantidos em gaiolas metabdlicas por um periodo de 2 dias
para medidas de ingestdo de racédo, ingestdo de agua, volume urinario e excrecéo
urinaria de Na* e K*. Posteriormente, os animais foram submetidos a 8 horas de jejum
para realizacdo de TTI. Dois dias depois, a VE foi medida durante condi¢cdes de
normoxia, hipéxia e hipercapnia e o barorreflexo foi testado por administracao
intravenosa de fenilefrina (50 pg/mL) e nitroprussiato de sédio (NPS; 400 ug/mL) em
ratos acordados e com livre movimentacgdo. O intervalo entre cada estimulo foi de no
minimo 10 minutos ou até os valores de PAM e de FC voltarem aos basais. Ap6s um
periodo de 24 horas para recuperagao, os animais foram submetidos a 12 horas de
jejum e foram anestesiados com isoflurano para entdo serem decapitados e o sangue
troncular foi coletado para posterior analise dos niveis séricos de TGL, CT, HDL, GLI,
leptina e insulina. Por fim, os tecidos adiposos também foram coletados e pesados,

conforme descrito acima.
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4 RESULTADOS

4.1 Peso corporal, perfis lipidico e metabdlico nas ratas alimentadas com DH

Tanto as ratas nédo progenitoras alimentadas com DH (Figura 2A) quanto as
ratas progenitoras alimentadas com DH (Figura 2B) apresentaram uma maior ingestao
alimentar diaria na primeira semana de tratamento em relacdo as ratas alimentadas
com DP, o que nao foi diferente nas semanas seguintes. Apenas as ratas nao
progenitoras alimentadas com DH apresentaram diferengcas na ingestao alimentar
diaria também na quinta e na sexta semanas de tratamento quando comparadas com
as ratas alimentadas com DP. Em relacdo a kcal ingeridas durante o periodo de
tratamento, tanto as ratas ndo progenitoras alimentadas com DH (Figura 3A) quanto
as ratas progenitoras (Figura 3B) alimentadas com DH ingeriram maior kcal por todo
o periodo em relacdo as ratas alimentadas com DP.

Durante tanto o periodo de tratamento, tanto as ratas nao progenitoras
alimentadas com DH quanto as ratas progenitoras alimentadas com DH apresentaram
maior peso corporal (Figuras 4A e 4B) e maior ganho de peso corporal (Figuras 5A e
5B).

As ratas que foram alimentadas com DH por 6 semanas (ratas néo
progenitoras) apresentaram maior peso corporal, tecido adiposo, concentracdes
séricas de HDL, leptina, insulina, glicose e uma resisténcia a insulina (todos p < 0,05),
Tabela 1. A concentracdo plasmética de renina foi maior nas ratas alimentadas com
DH quando comparadas com as ratas alimentadas com DP (0,30 £ 0,04, vs. DP =0,15
+ 0,01 uM; Figura 6A) e houve uma tendéncia a maior atividade da renina plasmatica
nas ratas alimentadas com DH quando comparadas com as ratas alimentadas com
DP (0,74 + 0,02 vs. DP = 0,55 + 0,11 uM/h; p = 0,0514; Figura 6B). As fémeas
alimentadas com DH néo tiveram alteracdo na PAM na fase clara [F(1,56) = 0,00297;
p > 0,05], nem na fase escura [F(1,56) = 0,0918; p > 0,05; Figuras 7A e 7B) ao longo
das 7 semanas de tratamento. No entanto, a FC foi aumentada em ambas as fases
nas ratas alimentadas com DH quando comparadas com as ratas alimentadas com
DP [F(1,56) = 27,944; p <0,05 e F(1,56) = 49,701; p < 0,05; Figuras 7C e 7D) durante
as fases clara e escura, respectivamente.

As fémeas que foram alimentadas com DH por 6 semanas e durante a gestacao
e lactacdo (ratas progenitoras), apos o periodo de lactacdo, apresentaram maior peso

corporal, tecido adiposo e concentragdo sérica de leptina (todos p < 0,05), Tabela 1.
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ConcentragOes séricas de HDL, colesterol total, TGL, glicose e insulina e resisténcia

a insulina foram semelhantes aos das ratas alimentadas com DP (todos p < 0,05),

Tabela 1.

Tabela 1: Perfis lipidico e metabdlico nas ratas alimentadas com DH por 6 semanas

(nd@o progenitoras) ou nas ratas alimentadas com DH por 6 semanas antes e durante

a gestacao e a lactacao (progenitoras).

N&o progenitoras

Progenitoras

DP DH DP DH
Peso corporal (g) 275.40+6.44 315.70 £5.21* 291.10 +4.07 310.60 + 3.77*
(n=7) (n=11) (n =16) (n=25)
Tecido adiposo 1.08£0.16 2.08 £ 0.14* 0.68 £ 0.06 1.29 £ 0.07*
ovariano (g/100 g de (n=7) (n=11) (n =16) (n=25)
pc)
Tecido adiposo 0.66 + 0.09 1.26 + 0.09* 0.56 + 0.07 1.11 £ 0.08*
retroperitoneal (n=7) (n=11) (n=16) (n=25)
(9/100 g de pc)
Tecido adiposo 0.32 +0.06 0.65 + 0.08* 0.28 +0.04 0.41 +0.06
mesentérico (g/100 (n=7) (n=11) (n =16) (n=25)
g de pc)
HDL (mg/dL) 43.79 £2.92 52.34 + 2.12* 45.00 + 3.25 49.50 + 3.60
(n=5) (n=10) (n=28) (n=16)
Colesterol total 67.72+4.53 77.03+4.21 85.71 £ 4.38 89.38 £ 3.80
(mg/dL) (n=5) (n=10) (n=13) (n=19)
TGL (mg/dL) 63.31+5.34 47.50 £ 2.79* 71.77 £5.07 58.77 + 6.05
(n=5) (n=10) (n=13) (n=19)
Glicose (mg/dL) 102.10£9.33 117.70+1.51* 114.00£5.30 119.00 £ 2.90
(n=5) (n=9) (n=7) (n=16)
Leptina (ng/mL) 1.08£0.21 2.91 £ 0.34* 0.72+0.14 1.82 £ 0.23*
(n=5) (n=10) (n=13) (n=19)
Insulina (ng/mL) 0.23+0.04 0.35+0.03* 0.29 £0.03 0.22 £0.02
(n=5) (n=9) (n=18) (n=15)
Kitt (%/min) 2.26 +0.12 1.76 £ 0.07* 1.64 £0.32 1.75+£0.19
(n=4) (n=8) (n=8) (n=9)

Kitt (%/min) representa a taxa de decaimento da glicemia apds uma administracédo de

insulina intraperitoneal (1 Ul/mL/kg). Os resultados sdo apresentados como média +

EPM,; teste t de Student foi usado entre os grupos DP e DH das ratas nao progenitoras

e progenitoras; * p < 0,05 vs. DP; n indica o nUmero de animais por grupo.
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Figura 2 — Ingestdo alimentar durante o periodo de tratamento em (A) ratas ndo
progenitoras e em (B) ratas progenitoras. Os resultados sédo apresentados como
média £ EPM; ANOVA de duas vias, seguida pelo teste Student-Newman-Keuls; * p <

0,05 vs. DP; n indica o numero de animais por grupo.
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Figura 3 — Kcal ingeridas durante o periodo de tratamento pelas (A) ratas nao
progenitoras e pelas (B) ratas progenitoras. Os resultados sdo apresentados como
média £ EPM; ANOVA de duas vias, seguida pelo teste Student-Newman-Keuls; * p <

0,05 vs. DP; nindica o numero de animais por grupo.
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Figura 4 — Peso das (A) ratas nao progenitoras e das (B) ratas progenitoras durante
0 periodo de tratamento. Os resultados sdo apresentados como média + EPM;
ANOVA de duas vias, seguida pelo teste Student-Newman-Keuls; * p < 0,05 vs. DP;

n indica o nimero de animais por grupo.
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Figura 5 — Ganho de peso das (A) ratas ndo progenitoras e das (B) ratas progenitoras
durante o periodo de tratamento. Os resultados séo apresentados como média + EPM,;
ANOVA de duas vias, seguida pelo teste Student-Newman-Keuls; * p < 0,05 vs. DP;

n indica o niumero de animais por grupo.
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Figura 6 — (A) Concentragéo plasmatica de renina e (B) atividade da renina plasmatica

nas ratas nao progenitoras. Os resultados sao apresentados como média + EPM; teste

t de Student; * p < 0,05 vs. DP; n indica 0 nimero de animais por grupo.
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Figura 7 — Valores de PAM (mmHg) e FC (bpm) das ratas ndo progenitoras por 7

semanas, registrados nas fases clara (A e C) e escura (B e D). Os resultados sé&o

apresentados como média + EPM; ANOVA de duas vias, seguida pelo teste Student-

Newman-Keuls; * p < 0,05 vs. DP; n indica o nimero de animais por grupo.
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4.2 Efeitos da obesidade materna na prole jovem
4.2.1 Efeito da obesidade materna no peso corporal, perfis lipidico e metabdlico
na prole jovem de ratas alimentadas com DH

Tanto no terceiro dia de vida (P3), Figura 8A e Tabela 2, quanto na semana dos
experimentos (P28-35), Figura 8B e Tabela 2, a PJ-DH apresentou menor peso
corporal quando comparadas com a PJ-DP (todos p < 0,05).

A PJ-DH apresentou maiores quantidades relativas (g/100 g de pc)
significativas de EPI (Figura 9A e Tabela 2), RET (Figura 9B e Tabela 2) e MES (Figura
9C e Tabela 2) quando comparadas com a PJ-DP (todos p < 0,05).

As proles jovens nao apresentaram diferencas significativas nas concentracdes
séricas de HDL (p = 0,7673; Figura 10A e Tabela 2) nem de CT (p = 0,6584; Figura
10B e Tabela 2). Ja a concentracdo sérica de TGL foi maior na PJ-DH quando
comparada com a PJ-DP (p < 0,05; Figura 10C e Tabela 2). Em relacdo a
concentracdo sérica de GLI, a PJ-DH teve uma diminuicdo na concentracao quando
comparada com a PJ-DP (p < 0,05; Figura 10D e Tabela 2).

As proles jovens mostraram valores comparaveis de concentragdes séricas de
leptina, Figura 11A e Tabela 2, e de insulina, Figura 11B e Tabela 2 (todos p < 0,05).

A PJ-DH mostrou-se resisténcia a insulina, apresentando menor valor de Kitt

guando comparada com a PJ-DP (p < 0,05; Figura 12 e Tabela 2).
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Tabela 2: Perfis lipidico e metabdlico das proles jovens de ratas alimentadas com DH.

PJ-DP PJ-DH
Peso corporal - P3 (g) 9,79+0,15 8,68 £ 0,16*
(n=82) (n=119)
Peso corporal - P28-35 (g) 103,80 + 3,55 91,26 + 2.62*
(n=17) (n=23)
Tecido adiposo epididimal (g/100 g de pc) 0,14 £ 0,01 0,20 £ 0,01*
(n=17) (n=23)
Tecido adiposo retroperitoneal (g/100 g de pc) 0,10+0,01 0,23 +0,03*
(n=17) (n=23)
Tecido adiposo mesentérico 0,11 +£0,01 0,21 +0,03*
(9/100 g de pc) (n=17) (n=23)
HDL (mg/dL) 40,90 + 3,50 42,16 + 2,54
(n=11) (n=16)
Colesterol total (mg/dL) 90,19+ 6,44 87,31+2,71
(n=14) (n=18)
TGL (mg/dL) 111,20 + 13,40 168,80 + 10,75*
(n=14) (n=17)
Glicose (mg/dL) 106,60 + 5,58 91,62 + 3,41*
(n=10) (n=15)
Leptina (ng/mL) 0,06 £ 0,02 0,06 £ 0,01
(n=9) (n=15)
Insulina (ng/mL) 0,13 +£0,03 0,13 +£0,03
(n=28) (n=13)
Kitt (%/min) 2,25+0,15 1,28 + 0,30*
(n=12) (n=10)

Kitt (%/min) representa a taxa de decaimento da glicemia apés uma administracéo de

insulina intraperitoneal (1 Ul/mL/kg). Os resultados sao apresentados como média +

EPM; teste t de Student foi usado entre os grupos DP e DH das proles jovens; * p <

0,05 vs. PJ-DP; n indica 0 nimero de animais por grupo.



(A)
154
= n =82
= 10-
a
o
c
o
0 T
4
<
QB

Sa
Q
Q>

—
@
—

Peso no P28-35 (g)

42

150+
n=17 n=23
*
100
50+
0 .
Q 2
9 9
< Q’

Figura 8 — (A) Peso das proles jovens no terceiro dia de vida (P3) e (B) na semana

dos experimentos (P28-35). Os resultados sdo apresentados como média + EPM,;

teste t de Student; * p < 0,05 vs. PJ-DP; n indica o niumero de animais por grupo.
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Figura 9 — (A) Quantidade relativa (g/100 g de pc) de tecido adiposo epididimal, (B)
retroperitoneal e (C) mesentérino das proles jovens. Os resultados séo apresentados
como média £ EPM; teste t de Student; * p < 0,05 vs. PJ-DP; n indica o numero de

animais por grupo.
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Figura 10 — (A) Concentracao sérica de HDL, (B) CT, (C) TGL e (D) GLI das proles
jovens. Os resultados sdo apresentados como média £ EPM; teste t de Student; * p <

0,05 vs. PJ-DP; n indica o numero de animais por grupo.
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Figura 11 — (A) Concentracao sérica de leptina e (B) de insulina das proles jovens.
Os resultados sao apresentados como média + EPM; teste t de Student; n indica o

namero de animais por grupo.
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Figura 12 — Kitt (%/min - taxa de decaimento da glicemia) nas proles jovens. Os

resultados sédo apresentados como média £ EPM; teste t de Student; * p < 0,05 vs.

PJ-DP; n indica o nUmero de animais por grupo.

4.2.2 Efeito da obesidade materna na ingestéo diaria de agua e racao alimentar

na prole jovem de ratas alimentadas com DH

Tanto a ingestéo diéria de ragdo (15,71 £+ 0,64 vs. PJ-DP: 16,38 £ 0,49 g/24 h;
p = 0,4337; Figura 13A) quanto a ingestao diaria de agua (26,67 + 1,06 vs. PJ-DP:
26,33 + 1,67 mL/24 h; p = 0,8634; Figura 13B) das proles jovens nao foi

significativamente diferente entre os grupos.
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Figura 13 — (A) Ingestdo diaria de racdo e (B) de agua das proles jovens. Os

resultados sdo apresentados como média = EPM; teste t de Student; n indica o nUmero

de animais por grupo.
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4.2.3 Efeito da obesidade materna na excre¢do renal na prole jovem de ratas

alimentadas com DH

As proles jovens apresentaram semelhancas no volume urinario de 24 horas
(3,26 £ 0,22 vs. PJ-DP: 4,03 £ 0,71 mL/24 h; p = 0,3943; Figura 14A) e na excrecao
urinaria de potassio (248,00 + 11,64 vs. PJ-DP: 279,30 + 40,35 uEqg/24 h; p = 0,5577;
Figura 14C). Em relacdo a excrecdo urinaria de sodio, PJ-DH mostrou um aumento
significativo quando comparada com PJ-DP (650,50 + 33,21 vs. PJ-DP: 535,60 + 32,42
uEq/24 h; p < 0,05; Figura 14B).
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Figura 14 — (A) Volume urinario de 24 horas, (B) excrecéo urinaria de sodio e (C) de

potassio nas proles jovens. Os resultados sdo apresentados como média + EPM; teste

t de Student; * p < 0,05 vs. PJ-DP; n indica o nimero de animais por grupo.
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4.2.4 Efeito da obesidade materna nas respostas ventilatérias na prole jovem de
ratas alimentadas com DH

Como podemos observar, PJ-DH apresentou maior ventilacdo basal [F (1,24)
= 8,32; p < 0,05)], devido ao maior volume corrente basal [F (1,24) = 5,026; p < 0,05)]
em comparacao com a PJ-DP, Figuras 15A e 15C. A frequéncia respiratoria basal foi
comparavel entre os grupos, Figura 15B. Dados semelhantes podem ser observados
na Figura 16. Tanto a PJ-DH quanto a PJ-DP tiveram um aumento comparavel na
resposta ventilatéria & hipercapnia (7% de CO2), [F (1, 24) = 0,4852; p> 0,05], Figura
15A. Em relacédo a hipoxia (10% O2), a PJ-DH apresentou maior resposta ventilatoria
[F (1, 24) = 17,55; p < 0,05)], Figura 16A devido ao maior volume corrente [F (1, 23) =
12,06; p < 0,05)], Figura 16C. Nao houve diferenca significativa na frequéncia

respiratdria entre os grupos durante o estimulo hipéxico, Figura 16B.
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Figura 15— (A) Ventilacdo pulmonar (VE), (B) frequéncia respiratéria (fr) e (C) volume
corrente (Vc) basais e durante a hipercapnia no ar inspirado (7% de CO2) de proles
jovens (P40). Os resultados sdo apresentados como média + SEM, ANOVA de duas
vias, seguida pelo teste de Bonferroni; * p < 0,05 vs. basal e # p < 0,05 vs. PJ-DP; n

indica o nUmero de animais por grupo.
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Figura 16 — (A) Ventilacdo pulmonar (VE), (B) frequéncia respiratoria (fr) e (C) volume
corrente (Vc) basais e durante a hipdxia no ar inspirado (10% de O2) de proles jovens
(P40). Os resultados sédo apresentados como média + SEM, ANOVA de duas vias,
seguida pelo teste de Bonferroni; * p < 0,05 vs. basal e # p < 0,05 vs. PJ-DP; n indica

0 numero de animais por grupo.

4.2.5 Efeito da obesidade materna nos parametros cardiovasculares observado
na prole jovem de ratas alimentadas com DH

A PAM basal (PJ-DH: 82,80 + 2,42, vs. PJ-DP: 80,14 + 2,31 mmHg; p > 0,05;
Figura 17A) e FC basal (PJ-DH: 440,20 + 21,48, vs. PJ-DP: 429,30 = 14,18 bpm; p >
0,05; Figura 17B) ndo foram diferentes entre os grupos, mas a sensibilidade
barorreflexa foi alterada em PJ-DH, com uma resposta bradicardica prejudicada em
PJ-DH (PJ-DH slope: -0,7050 £ 0,1801 vs. PJ-DP slope: -1,857 = 0,5728 bpm/mmHg,
p < 0,05) e uma resposta taquicardica comprometida em PJ-DH (PJ-DH slope: -1,475
+0,1780 vs. PJ-DP: -2,680 £ 0,1518 bpm/mmHg, p < 0,05), Figura 17C.
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Figura 17 — (A) Presséo arterial média basal (PAM), (B) frequéncia cardiaca basal
(FC) em proles jovens (P40) e (C) sensibilidade do barorreflexo em proles jovens (P40)
testado apds a administracao intravenosa de fenilefrina (20 pg/mL) ou nitroprussiato
de sodio (50 pg/mL). Os resultados séo apresentados como média + EPM; teste t de

Student; * p < 0,05 vs. PJ-DP; n indica o nimero de animais por grupo.

4.3 Efeitos da obesidade materna na prole adulta
4.3.1 Efeito da obesidade materna no peso corporal, perfis lipidico e metabdlico
da prole adulta de ratas alimentadas com DH

A PA-DH e a PA-DP com 90 dias de idade (P90) apresentaram peso corporal
semelhante (p = 0,2062; Figura 18 e Tabela 3).

A PA-DH apresentou maiores quantidades relativas (g/100 g de pc)
significativas de EPI (Figura 19A e Tabela 3) e RET (Figura 19B e Tabela 3) quando
comparadas com a PA-DP (todos p < 0,05). J4A em relacédo ao MES, as proles adultas
nao apresentaram diferencas significativas (p = 0,2506; Figura 19C e Tabela 3).

As proles adultas ndo apresentaram diferengas significativas nas
concentracdes séricas de HDL (p = 0,5431; Figura 20A e Tabela 3), de CT (p = 0,9982;
Figura 20B e Tabela 3), nem de GLI (p = 0,5580; Figura 20D e Tabela 3), todos p >
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0,05. Ja a concentracdo sérica de TGL foi maior na PA-DH quando comparadas com
a PA-DP (p < 0,05; Figura 20C e Tabela 3).

As proles adultas mostraram valores comparaveis de concentracdes séricas de
leptina (p = 0,2508; Figura 21A e Tabela 3) e de insulina (p = 0,7122; Figura 21B e
Tabela 3).

As proles adultas ndo apresentaram diferencas significativas no valor de Kitt (p
= 0,0604; Figura 22 e Tabela 3).
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Tabela 3: Perfis lipidico e metabdlico das proles adultas de ratas alimentadas com

DH.
PA-DP PA-DH
Peso corporal (g) 344,70 + 7,67 360,30 + 9,49
(n=18) (n=16)
Tecido adiposo epididimal 0,51 £0,06 0,75 + 0,05*
(9/100 g de pc) (n=18) (n=16)
Tecido adiposo 0,43 £0,05 0,57 £ 0,05*
retroperitoneal (g/100 g de (n=18) (n=16)
pc)
Tecido adiposo mesentérico 0,13+0,03 0,18 £ 0,03
(9/100 g de pc) (n=18) (n=16)
HDL (mg/dL) 22,45 + 1,54 24,52 + 2,95
(n=8) (n=8)
Colesterol total (mg/dL) 59,14 + 3,11 59,15+ 2,85
(n=12) (n=10)
TGL (mg/dL) 53,57 + 2,09 61,97 + 3,32*
(n=12) (n=10)
Glicose (mg/dL) 115,60 £ 2,98 113,30 £ 2,61
(n=8) (n=8)
Leptina (ng/mL) 0,41 £ 0,04 0,60+0,16
(n=12) (n=11)
Insulina (ng/mL) 0,25 +0,02 0,26 +£ 0,03
(n =10) (n=11)
Kitt (%/min) 1,39+0,17 1,82 +0,09
(n=29) (n=7)

Kitt (%/min) representa a taxa de decaimento da glicemia apds uma administracéo de

insulina intraperitoneal (1 Ul/mL/kg). Os resultados sao apresentados como média +

EPM; teste t de Student foi usado entre os grupos DP e DH das proles jovens; * p <

0,05 vs. PA-DP; n indica 0 niumero de animais por grupo
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Figura 18 — (A) Peso das proles adultas (P90). Os resultados séo apresentados como

média + EPM; teste t de Student; n indica 0 nimero de animais por grupo.
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Figura 19 — (A) Quantidade relativa (g/100 g de pc) de tecido adiposo epididimal, (B)
retroperitoneal e (C) mesentérino das proles adultas. Os resultados sao apresentados
como média + EPM,; teste t de Student; * p < 0,05 vs. PA-DP; n indica o nimero de

animais por grupo.
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Figura 20 — (A) Concentracao sérica de HDL, (B) CT, (C) TGL e (D) GLI das proles
adultas. Os resultados sdo apresentados como média + EPM; teste t de Student; * p

< 0,05 vs. PA-DP; n indica o nimero de animais por grupo.
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Figura 21 — (A) Concentracdo sérica de leptina e (B) de insulina das proles adultas.

Os resultados sdo apresentados como média + EPM; teste t de Student; n indica o

namero de animais por grupo.
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Figura 22 — Kitt (%/min - taxa de decaimento da glicemia) nas proles adultas. Os

resultados sé@o apresentados como média + EPM; teste t de Student; n indica o nimero

de animais por grupo.

4.3.2 Efeito da obesidade materna na ingestdo diaria de agua e racao alimentar

na prole adulta de ratas alimentadas com DH

PA-DH apresentou maior ingestdo diaria de racdo quando comparada com a
PA-DP (29,31 £ 1,45 vs. PJ-DP: 25,15 + 1,22 g/24 h; p < 0,05; Figura 23A). A ingestao
diaria de agua das proles adultas néo foi significativamente diferente entre os grupos
(37,93 + 1,56 vs. PJ-DP: 36,45 + 1,26 mL/24 h; p = 0,4674; Figura 23B).
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Figura 23 — (A) Ingestado diaria de racdo e (B) de &gua das proles jovens. Os

resultados sdo apresentados como média = EPM; teste t de Student; * p < 0,05 vs.

PA-DP; n indica o nimero de animais por grupo.
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4.3.3 Efeito da obesidade materna na excrecado renal na prole adulta de ratas
alimentadas com DH

As proles adultas apresentaram semelhancas no volume urinario de 24 horas
(8,27 £ 0,93 vs. PA-DP: 10,66 + 0,90 mL/24 h; p = 0,0957; Figura 24A), na excrecao
urinaria de sédio (1.349,00 + 348,10 vs. PA-DP: 2.015,00 + 297,70 uEq/24 h; p =
0,1718; Figura 24B) e na excrec¢ao urinaria de potassio (729,40 + 87,32 vs. PA-DP:
891,30 £ 81,71 uEqg/24 h; p = 0,2106; Figura 24C).
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Figura 24 — (A) Volume urinario de 24 horas, (B) excre¢do urinéria de sodio e (C) de
potassio nas proles adultas. Os resultados sdo apresentados como média + EPM;

teste t de Student; n indica 0 nimero de animais por grupo.
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4.3.4 Efeito da obesidade materna nas respostas ventilatorias na prole adulta de
ratas alimentadas com DH

Como podemos observar, as proles adultas apresentaram valores de ventilagcao
basal comparaveis (Figuras 25A e 26B). PA-DH apresentou maior frequéncia
respiratdria tanto em resposta a hipercapnia (7% CO32) [F (1,28) = 7,546; p < 0,05)]
guanto em resposta a hipoxia (10% O3) [F (1, 25) = 7,093; p < 0,05)] em comparacéo
com a PA-DP (Figuras 25B e 26B).
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Figura 25— (A) Ventilacdo pulmonar (VE), (B) frequéncia respiratéria (fr) e (C) volume
corrente (Vc) basais e durante a hipercapnia no ar inspirado (7% de CO32) de proles
adultas. Os resultados sdo apresentados como média + SEM, ANOVA de duas vias,

seguida pelo teste de Bonferroni; * p < 0,05 vs. basal e # p < 0,05 vs. PA-DP; n indica

0 nUmero de animais por grupo.
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Figura 26 — (A) Ventilacdo pulmonar (VE), (B) frequéncia respiratoéria (fr) e (C) volume
corrente (Vc) basais e durante a hipoxia no ar inspirado (10% de O2) de proles adultas.
Os resultados sdo apresentados como média + SEM, ANOVA de duas vias, seguida
pelo teste de Bonferroni; * p < 0,05 vs. basal e # p < 0,05 vs. PA-DP; n indica o nUmero

de animais por grupo.

4.3.5 Efeitos daobesidade materna nos parametros cardiovasculares observado
na prole adulta de ratas alimentadas com DH

A PAM basal (PA-DH: 111,40 + 2,55, vs. PA-DP: 111,90 + 1,68 mmHg; p > 0,05;
Figura 27A) e FC basal (PA-DH: 332,50 + 7,41, vs. PA-DP: 348,70 £ 8,79 bpm; p >
0,05; Figura 27B) nao foram diferentes entre os grupos. As proles adultas
apresentaram semelhancas na sensibilidade barorreflexa tanto resposta bradicérdica
(PA-DH slope: -0,9340 + 0,1846 vs. PA-DP slope: -0,7300 £ 0,1275 bpm/mmHg, p <
0,05) quanto na resposta taquicardica (PA-DH slope: -2,9130 * 0,2841 vs. PA-DP: -
2,4920 + 0,1634 bpm/mmHg, p > 0,05), Figura 27C.
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Figura 27 — (A) Presséo arterial média basal (PAM), (B) frequéncia cardiaca basal
(FC) em proles adultas e (C) sensibilidade do barorreflexo em proles adultas testado
apos a administracao intravenosa de fenilefrina (20 pg/mL) ou nitroprussiato de sodio

(50 pg/mL). Os resultados sédo apresentados como média + EPM; teste t de Student;

n indica o nUumero de animais por grupo.
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5 DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que filhos jovens
(P28-P40) nascidos de mées obesas apresentam hiperlipidemia, resisténcia a insulina
e funcdo cardiorrespiratoria alterada. A maioria dessas alteracdes, no entanto, foi
normalizada quando a prole atingiu a idade adulta (P90), exceto o acumulo de tecido
adiposo e hiperfagia, que permaneceram elevados.

As ratas alimentadas com DH ingeriram maior quantidade de racdo somente
durante a primeira semana de tratamento; porém, a ingestao caldrica foi maior durante
todo o periodo de tratamento. Consequentemente, apés 6 semanas de DH, um
aumento no peso corporal, tecidos adiposos ovariano, retroperitoneal e mesentérico
foram observados em ratas ndo progenitoras acompanhados por um aumento nos
niveis circulantes de leptina e insulina, glicose sérica, além de uma resisténcia a
insulina. Esses resultados sdo semelhantes aos de ratos submetidos a DH (Speretta
et al., 2016; Speretta et al., 2018). As ratas néo progenitoras alimentadas com DH nao
apresentaram aumento da PAM, porém desenvolveram um aumento da FC. Esses
resultados foram diferentes daqueles observados em ratos tratados com DH e periodo
de tratamento semelhante. Esses ratos desenvolveram hipertensdo e taquicardia
(Speretta et al., 2016; Speretta et al., 2018). O perfil lipidico e as alteracdes
metabdlicas foram praticamente todos recuperados nas ratas progenitoras apds o
periodo de lactacdo, com excecdo do aumento do tecido adiposo e dos niveis séricos
de leptina. No entanto, uma DH com alto teor de acUcar induziu também nas ratas
progenitoras uma resposta mais sustentada no metabolismo nos perfis lipidico e
metabdlico (Guimarées et al., 2017; Kirk et al., 2009; Gomes et al., 2018). Uma DH
com um complemento de acgucar ou aumento da porcentagem de carboidratos sera
considerado em estudos futuros.

Véarios modelos experimentais de hipertenséo arterial indicam que as fémeas
em idade reprodutiva sdo mais resistentes ao desenvolvimento de hipertensédo, como
observado no presente estudo e também na presenca de altos niveis de renina (e
possivelmente na atividade de renina aumentada). Apés a menopausa, periodo em
gue ha queda acentuada na producao de horménios sexuais, as fémeas correm maior
risco de desenvolver hipertensdo quando comparadas aos machos, indicando que
fatores hormonais protegem contra o desenvolvimento da hipertensédo (Hayward et al.,
2000; Reckelhoff, 2001). Apesar disso, nossos resultados demonstraram que houve

um aumento na FC basal, nos periodos claro e escuro nas ratas ap0s 6-7 semanas
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de DH. Um aumento na FC em ratos alimentados com DH é bem conhecido (Speretta
et al., 2016; Speretta et al., 2018; Nagae et al., 2009; Smith et al., 2006). O mecanismo
parece ser uma simpatoexcitacdo e provavelmente envolve estresse oxidativo,
hiperleptinemia e/ou ativa¢do do sistema renina-angiotensina no encéfalo (Speretta et
al., 2016; Nagae et al., 2009), embora um n&o envolvimento do sistema renina-
angiotensina também tem sido demonstrado (Smith et al., 2006). Assim, uma vez que
as ratas tiveram um aumento no sistema renina-angiotensina na periferia, e muito
provavelmente um aumento nos niveis de angiotensina Il (ANG Il), e como a ANG I
pode aumentar as espécies reativas de oxigénio no encéfalo (Zimmerman et al.,
2002), o aumento da FC observado nestes animais apds a DH pode ser explicado por
esses fatores.

Observamos que proles jovens machos de mées alimentadas com DH, tanto
no P3 quanto no P28, apresentaram menor peso corporal e maiores quantidades de
tecidos adiposos epididimal, retroperitoneal e mesentérico em relacdo as proles
jovens machos de maes alimentadas com DP. Além disso, uma elevacdo nas
concentracdes séricas de triglicerideos e uma resisténcia a insulina também foram
observadas. Dados semelhantes foram observados por outro estudo em jovens
descendentes (Guimarées et al., 2017). Estudos em mulheres obesas mostraram que
seu ambiente intrauterino obesogénico € capaz de causar varios efeitos na prole,
incluindo parto prematuro e restricdo do crescimento fetal (McGillick et al., 2017).

Observamos também que proles jovens nascidas de maes obesas nédo
apresentaram alteracdo na pressao arterial e na frequéncia cardiaca basais.
Samuelsson et al. observaram aumento da PAM inicial no periodo escuro em proles
jovens (P30) de maes alimentadas com DH quando comparadas com as proles jovens
(P30) de mées alimentadas com DP, que persistiu em P90 (Samuelsson et al., 2010).
No entanto, este estudo difere do nosso porque eles reuniram descendentes machos
e fémeas e usaram telemetria para registrar PAM e FC. Além disso, eles também
suplementaram as maes com uma DH com acucar (leite condensado). NOs
registramos a PAM e a FC uma Unica vez e em apenas um dia. Estudos futuros
usando transdutores de telemetria esclarecerdo essas diferencas. Curiosamente, a
funcao barorreflexa foi alterada com uma diminuicdo na bradicardia e na taquicardia
reflexas, sugerindo um possivel comprometimento dos mecanismos de controle
autondmico nesses animais jovens. De acordo com 0 nosso conhecimento, este é o

primeiro estudo a observar o comprometimento do barorreflexo em uma idade téo
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precoce da prole de mées alimentadas com DH. O presente estudo n&o determinou o
mecanismo pelo qual o barorreflexo pode ser alterado. Tem sido sugerido que os altos
niveis de leptina encontrados em ratos alimentados com DH podem diminuir a
sensibilidade do barorreflexo (Fardin et al., 2012). A leptina atuando no nucleo do trato
solitario mostrou reduzir a sensibilidade do barorreflexo (Ciriello, 2013). Embora a
prole ndo tenha niveis aumentados de leptina, 0 aumento nos niveis de leptina
encontrados nas maes até o periodo de lactacdo pode ter alterado a sensibilidade do
barorreflexo em idade jovem, como foi observado na ingestéo de alimentos (Kirk et al.
20009).

Além das alteracBes metabdlicas e autonbmicas evidenciadas em nossos
resultados, as proles jovens de médes obesas apresentaram alteracdo da ventilacao
basal. Em estudos anteriores, a leptina mostrou ser um fator importante para a
modulacao ventilatéria, uma vez que camundongos com deficiéncia de leptina (ob/ob)
tém uma resposta ventilatéria diminuida a hipercapnia que pode ser restaurada por
reposicao sistémica (O Donnell et al., 2000) ou central de leptina (Bassi et al., 2012).
Entretanto, em nossos resultados, apesar do excesso de tecido adiposo na prole
jovem, os valores de leptina sérica foram normais, sugerindo que as alteracdes
ventilatorias encontradas nas proles jovens podem ndo estar associadas a acao da
leptina. Alternativamente, outro mecanismo que acreditamos estar envolvido é a
alteracéo das vias de controle centrais causadas pelos altos niveis de leptina nas
maes, que ainda séo altas durante a lactacéo. Essas alteracbes maternas poderiam
prejudicar o desenvolvimento neural da prole, o que n6s chamamos de alteracdes
epigenéticas como sugerido antes (Kirk et al., 2009; Samuelsson et al., 2008). De
acordo com estudos anteriores, ratos nascidos de maes obesas tém uma diminuicao
na expressao da via intracelular pSTAT3 e do horménio alfa-MSH no nucleo arqueado
do hipotalamo (ARC) e no nucleo paraventricular do hipotadlamo, respectivamente,
sugerindo que a obesidade materna prejudica 0s mecanismos centrais de controle
energético da prole (Kirk et al.,, 2009; Bouret et al., 2008). Em outro estudo, foi
demonstrado um aumento na pressao arterial e na frequiéncia cardiaca, associado a
um aumento na liberagdo renal de noradrenalina em prole de maes obesas
(Samuelsson et al., 2013). Sabe-se que o0s neurdnios do ARC possuem uma alta
densidade de fibras que se projetam para fora do hipotalamo, como nucleo
paraventricular, nicleo dorsomedial, regido perifornical e nucleos do tronco cerebral,

como NTS e regiao rostroventrolateral do bulbo (Rahmouni, 2016; Kishi et al., 2003).
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Em conjunto, esses dados sugerem uma importante fungdo moduladora dos
mecanismos hipotalamicos de controle de energia sobre as funcdes autonémicas e
respiratorias. Além disso, esses mecanismos podem sofrer alteracdes significativas
durante o periodo de desenvolvimento fetal de acordo com a condi¢cdo materna. Em
experimentos futuros avaliaremos possiveis mudancas nas vias centrais que modulam
o controle do apetite e a atividade simpatica [neurénios STAT3 (signal transducer and
activator of transcription 3), PI3K (phatidylinositol 3-kinase), POMC] em areas centrais
envolvidas no controle autondmico, como no nucleo do trato solitario e na regiao
rostroventrolateral do bulbo.

Os presentes dados demonstram que em proles jovens de maes alimentadas
com DH ou de mées alimentadas com DP, o aumento na ventilacado induzida por
hipercapnia (7% CO3) foi comparavel. No entanto, houve maior aumento na ventilagdo
devido a hipoxia (10% O32). A prole jovem de maes alimentadas com DH também
apresentam uma maior ventilagdo basal em consequéncia de um maior volume
corrente. Tem sido sugerido que a hiperinsulinemia € outro fator associado a
obesidade e as alteracdes ventilatorias (Conde et al.,, 2014). Estudos prévios
mostraram que ratos com resisténcia a insulina apresentam aumento da atividade do
corpusculo carotideo, o que foi apontado como causa de hiperventilacdo basal e
aumento da resposta quimiossensivel (Ribeiro et al., 2013). As proles jovens de maes
alimentadas com DH néo apresentaram alteracdes nos niveis plasmaticos de insulina
ou glicose, mas apresentam diminuicdo da sensibilidade a insulina, como observado
em outros estudos (Guimardes et al., 2017). Considerando as informacdes acima, é
possivel que essa resisténcia a insulina esteja relacionada ao aumento da ventilacdo
basal e da resposta a hipdxia observada em nossos resultados.

Evidéncias experimentais mostram que o SRA regula a atividade do sistema
imune na periferia e no SNC, e uma neuroinflamagé&o tem sido descrita relacionada
com o desenvolvimento e manutencéo da hipertenséo arterial em ratos SHR e em
ratos obesos (Speretta et al., 2016; Shi et al., 2010; de Kloet et al., 2013). Em animais
obesos, uma inflamacéo cronica periférica (Speretta et al., 2012), bem como em
algumas regides do SNC (de Kloet et al., 2014; Speretta et al., 2016; De Souza et al.,
2005) tem sido descrita. Ademais ja foi descrito que a microinje¢éo de IL-6 no NTS
atenua o barorreflexo (Takagishi et al., 2010). Desta forma, é possivel que nas ratas
alimentadas com dieta hiperlipidica e na sua prole jovem esteja ocorrendo um

aumento nas citocinas inflamatorias, e esta neuroinflamacéao possa estar contribuindo
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para as alteragOes cardiovasculares observadas. Outros fatores, como a alta
producdo de citocinas inflamatorias em animais com excesso de tecido adiposo
(Speretta et al., 2012), podem influenciar a funcéo ventilatoria. Nos modelos de hipoxia
cronica intermitente, que mimetiza as alteragdes ventilatérias encontradas em
individuos obesos, houve maior producdo de TNF-a e IL-1B nos corpos carotideos
(Del Rio et al., 2012). Assim, é possivel que o aumento do tecido adiposo na prole
jovem defenda uma maior producdo de citocinas inflamatérias que possam estar
promovendo o aumento da ventilacdo basal e da resposta do quimiorreflexo. Além
desses fatores, o acumulo significativo de tecido adiposo pode promover ainda mais
um aumento na demanda respiratéria. Portanto, qualquer alteracdo na taxa
metabdlica em jovens descendentes pode estar associada a alteracdes ventilatorias.
No entanto, atualmente ndo sabemos se animais jovens apresentam consumo de
oxigénio alterado (VO2) ou producdo de CO: (VCO2). Em experimentos futuros,
avaliaremos esses parametros para entender melhor os efeitos das alteracdes
metabdlicas na ventilacao.

As alteracdes metabdlicas e cardiorrespiratorias observadas nas proles jovens
ndo persistiram até a idade adulta (P90), exceto o acumulo de tecido adiposo e os
niveis de triglicerideos, que permaneceram elevados. Esses dados sugerem que
possiveis alteracfes durante o desenvolvimento intrauterino na gestacdo de maes
obesas podem ter alterado os mecanismos de controle metabdlico e controle do
apetite nas proles jovens que perpetuaram até a idade adulta. Em apoio a essa
hipotese, foi observada hiperfagia na prole adulta, que € um comportamento indicativo
de disfuncdo dos mecanismos que controlam o apetite no hipotalamo (Kirk et al.,
2009).

Um estudo recente (Gomes et al., 2018) mostrou que uma dieta com alto teor
de acucar (40%) durante a lactacdo pode alterar os perfis lipidico e metabdlico na
prole adulta. A prole adulta apresentou maior peso corporal, maior quantidade de
tecido adiposo, hiperfagia, aumento dos niveis plasmaticos de leptina e insulina e
resisténcia a insulina. No presente estudo, a prole adulta (P90) de maes obesas
apresentou um aumento comparavel no peso corporal e nos niveis séricos de leptina
e insulina, quando comparada com a prole adulta de maes com dieta padrdo. No
entanto, o tecido adiposo e 0s niveis séricos de triglicerideos foram maiores em
comparacdo com as proles adultas de maes alimentadas com DP. As diferencas

podem estar relacionadas ao tipo de dieta utilizada. Gomes et al., 2018 utilizaram uma
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dieta altamente rica em acucares, diferente da nossa, que possui maior teor de
gordura. Guimaraes et al., 2017, por outro lado, demonstraram que uma dieta
dislipidémica, durante os periodos de gestacdo e lactacdo, foi capaz de promover
alteracdes no perfil lipidico da prole apenas aos 30 dias de idade. Além disso,
mostraram que, aos 90 dias de idade, as proles de méaes alimentadas com dieta
dislipidémica durante a gestacdo e lactacdo apresentaram maiores respostas
cardiorrespiratorias durante a hipercapnia (7% CO2) e durante a hipoxia citotoxica
(0,4% de KCN) e também apresentaram maior diminuicdo da pressao arterial apos o
blogueio ganglionar, sugerindo maior atividade simpatica (Guimaraes et al., 2017). Em
nossos estudos, as proles de mées alimentadas com DH apresentaram alteracdes no
perfil lipidico tanto no P28-35 quanto no P90. Observamos que as proles adultas de
maes alimentadas com DH apresentaram maior resposta da frequéncia respiratéria
apoés o estimulo hipercapnico (7% CO2) e apds o estimulo hipdéxico (10% O2), em
comparacao com as proles de maes alimentadas com DP, mas nao o suficiente para
aumentar a ventilacdo. Finalmente, Samuelsson et al. demonstraram que uma dieta
palatavel com alto teor de acucar (16% de gordura e 33% de aguUcar) durante 6 meses
de tratamento, mais periodos de gestacao e lactacdo promoveu mudancas na prole
durante 6 meses (Samuelsson et al., 2010). A prole apresentou aumento de peso
corporal e tecido adiposo e hiperfagia. Aos 3 meses de idade, a prole masculina e
feminina, sem distingdo, apresentou aumento de insulina e leptina e aos 6 meses de
idade, aumento da glicose plasmatica, diminuicdo da insulina enquanto que a leptina
ainda estava elevada. Tanto aos 3 meses de idade como aos 6 meses de idade, os
descendentes apresentaram um aumento na pressao arterial sistélica noturna. Como
demonstrado no presente estudo, descendentes adultos de maes alimentadas com
DH (P90) n&o apresentaram nenhuma alteragdo na PAM e FC basal ou no
barorreflexo. Novamente, as diferencas podem ser transmitidas no tempo em que 0s
animais foram expostos a DH e também no tipo de dieta obesogénica utilizada.

A prole jovem de maes alimentadas com DH apresentaram volume urinario de
24 horas e excrecao urinaria de potassio semelhantes aos da prole jovem de méaes
alimentadas com DP. No entanto, a prole jovem de méaes alimentadas com DH
apresentou maior excrecao urinério de sodio. Dados da literatura tem demonstrado
gue a obesidade aumenta a reabsor¢cédo de sodio (Kawarazaki and Fujita, 2016). No
entanto, ratos Zucker obesos apresentam uma maior natriurese (Kurtz et al., 1989).

Estudos tem demonstrado que ativacao seletiva de receptores de angiotensina Il tipo
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2 (AT2) promoveu natriurese em ratos obesos e essa natriurese foi associada a um
aumento na producéo de 6xido nitrico/monofosfato ciclico de guanosina, o que pode
ter um papel na natriurese mediada pelo receptor AT2 (Ali and Hussain, 2012). O
mesmo estudo observou que a natriurese induzida pelo receptor AT2 pode ser
baseada no tubulo proximal. Sendo assim, 0 mesmo mecanismo pode estar presente
na prole jovem de mées alimentadas com dieta hiperlipidica (Alin and Hussein, 2012).

Assim, os dados apresentados neste estudo sugerem que as alteracfes
metabdlicas maternas induzidas pela DH podem ter alterado o desenvolvimento
intrauterino dos mecanismos de controle metabdlico e cardiorrespiratério,
particularmente na idade jovem. A recuperacao parcial da funcao cardiorrespiratéria
na prole adulta sugere que essas possiveis alteracfes intrauterinas foram corrigidas
parcialmente durante o desenvolvimento pds-natal e foram adequadas na vida adulta.
Acreditamos que este resultado é consequéncia da alimentacdo saudavel que as
proles tiveram até a vida adulta. No entanto, observou-se que a prole adulta
permaneceu com elevacdo lipidica e aumento da ingestdo alimentar, sugerindo
persisténcia de alteracdes nas vias de controle metabolico e apetite na vida adulta.
Com isso, podemos inferir que a prole adulta apresenta maior suscetibilidade ao
desenvolvimento da obesidade e, consequentemente, alteragdes cardiorrespiratorias

em longo prazo.
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6 CONCLUSAO

Os resultados mostraram que a prole jovem de maes obesas apresentam
alteracdes autondémicas, ventilatdrias e metabdlicas. A recuperacéo parcial da funcéo
cardiorrespiratéria na prole adulta sugere que essas possiveis alteracdes intrauterinas
foram corrigidas parcialmente durante o desenvolvimento p6s-natal. E possivel que a
leptina e/ou insulina facam parte do mecanismo responsavel pelas alteracdes

observadas na prole jovem.
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