UFRRJ

INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS
FISIOLOGICAS

DISSERTACAO

Consumo materno de dieta hiperlipidica: alteracdo na
expressao do receptor de angiotensina Il (AT1) e

hipertrofia no coracao da prole ao desmame

NATALIA D’ASSUMPCAO LIMA RANGEL

2018



de Fe,
LA e
&""\ /‘:7/

(S

Uﬂip
esrd

«0
04, N
o e 1oe©

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FISIOLOGICAS

DISSERTACAO

CONSUMO MATERNO DE DIETA HIPERLIPIDICA: ALTERACAO
NA EXPRESSAO DO RECEPTOR DE ANGIOTENSINA Il (AT1) E
HIPERTROFIA NO CORACAO DA PROLE AO DESMAME

NATALIA D’ASSUMPCAO LIMA RANGEL

Sob a Orientagdo da Professora

Norma Aparecida dos Santos Almeida



Dissertacao submetida como
requisito parcial para obtencdo do
grau de Mestre em Ciéncias
Fisioldgicas, no Programa de POs-
Graduacdo em Ciéncias Fisiologicas,
area de concentracdo em Fisiologia e

Farmacologia.

Seropédica, RJ
Marco de 2018



Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Biblioteca Central / Secéo de Processamento Técnico

Ficha catalografica elaborada
com os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

R196¢

Rangel, Natalia D'Assumpg¢do Lima, 1993-

Consumo materno de dieta hiperlipidica: altera¢do na
expressdo do receptor de angiotensina II (AT1) e
hipertrofia no coracdo da prole ao desmame / Natalia
D'Assumpgdo Lima Rangel. - 2018.

108 f.

Orientadora: Norma Aparecida dos Santos Almeida.
Dissertacdo (Mestrado). -- Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, Programa de pds graduagdo em
ciéncias fisioldgicas, 2018.

1. Dieta hiperlipidica. 2. Programagdo metabdlica. 3.
Hipertrofia cardiaca. I. Almeida, Norma Aparecida dos
Santos, 1976-, orient. II Universidade Federal Rural
do Rio de Janeirc. Programa de pds graduacdo em
ciénecias fisioldgicas III. Titulo.




UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO

INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FISIOLOGICAS

NATALIA D’ASSUMPGAO LIMA RANGEL

-blssertagﬁo submetida como requisito parcial para obtengdo do grau de Mestre
Ciéncias Fisioldgicas no Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias Fisiologicas
drea de Concentragdo em: Fisiologia e Farmacologia.

DISSERTAGAO APROVADA EM 08/03/2018

%@A@M )
Prof* orma Aparecida dos Santos Almeida (Membro Interno - Orientadora - UFRRJ)

-

f Dr Anderson Luiz Bezerra da Silveira (Membro Interno - UFRRJ)

C-\-...M O Aot Jfrann LCam

Prot‘ Dr* Luciane Claudia Barcellos dos Santos Souza (Membro Externo — UFRJ)



DEDICATORIA

Dedico este trabalho & minha
familia que, em toda minha vida, fez
de tudo para que eu tivesse as
oportunidades e apoio necessario, e

assim eu alcancasse 0os meus sonhos.

Vi



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, dono da vida, pois sem Ele ndo havia em mim esperanca, fé e
coragem para enfrentar as coisas ruins da vida, e apreciar as coisas boas que acontecem.

Agradeco a minha mée, Eunice, que desde que eu nasci sempre moveu ceus e terra
para que eu tivesse sempre os melhores estudos e cursos. Obrigada por ser o exemplo de
pessoa que nunca desiste, nunca julga, e que sempre vé o lado bom das coisas. Aprendi com
VOCé que amar € muito mais do que palavras ditas. Amor é atitude.

Agradeco a minha irmd, Leticia, que em toda minha vida foi e sempre serd minha
melhor amiga, meu porto seguro e minha alma gémea. Como diz Nando Reis em uma de suas
musicas: “Porque eu estou com ela, sou dela, sem ela ndo sou. Porque eu preciso dela, sé dela,
com ela eu vou!” Quem me conhece sabe o quanto sou apaixonada e orgulhosa por ser sua
irm@!

Ao meu pai, Marcos, que sempre tentou arrancar risadas de mim com suas piadas,
mesmo que elas fossem, em sua maioria, sem graca. Risos. Obrigada por sempre tentar fazer o
melhor por mim e minha irma. Obrigada por me ensinar coisas simples da vida que me
fizeram ser quem eu sou.

Agradeco aos meus primos Ana Flavia e Felipe por sempre tentam distrair minha
mente. Obrigada pelos passeios, conversas, piadas e gargalhadas.

Agradeco aos melhores e maiores presentes que a rural me deu, minhas melhores
amigas e irmads ruralinas, Bruna e Tati. VVocés sdo 0 meu escape, meu ombro amigo, minhas
conselheiras, minhas cumplices! Obrigada por me aceitarem, me amarem e me
acompanharem desde o primeiro periodo de graduacdo. Para mim vocés representam a brisa
em meio a um tornado, a sombra em meio a um deserto ensolarado... Obrigada por vocés
serem a0 mesmo tempo minha calmaria e meu furacdo! Espero que um dia eu consiga
expressar o que realmente vocés séo pra mim! Amo vocés do fundo do coragéo!

Agradeco as minhas melhores amigas da vida, que o (nosso querido) colégio
Tamandaré me deu! Manu e Tali, obrigada por me apoiarem em tudo. Que venha muitas e
muitas mais historias, viagens, saidas e gordices! Ndo me imagino sem a amizade de vocés, e
tenho certeza que duraré pra sempre. Amo Voceés!

Agradeco a minha amiga e irmé ruralina, Drica, por sempre cuidar de mim como se eu
fosse sua irmazinha mais nova. Espero que vocé saiba o quanto eu te admiro e te quero bem.

vii



Obrigada por me hospedar na sua casa na semana em que fiz as provas para a sele¢do desse
mestrado. Nunca vou esquecer 0 quanto vocé cuidou de mim naqueles dias... Oferecendo-me
café, fazendo meu almocgo. Serei eternamente grata!

Agradeco a minha mae cientifica, Norma, por sempre acreditar em mim e nunca
desistir. Obrigada pela oportunidade de te acompanhar desde o primeiro periodo de
graduacdo. Obrigada por vocé ser o exemplo de profissional competente, atenciosa, amiga,
perfeccionista (risos), paciente e compreensiva. Obrigada por sempre nos escutar e por
sempre tentar entender o nosso lado. Se um dia eu for metade do que vocé é... Vocé é
inspiracdo para muita gente, inclusive para mim!

Aos meus irmdos e amigos cientificos Taiane, Lincoln, Taind, Selma, Andreia e
Rebeca. Obrigada por sempre estarem ao meu lado me ajudando em todas as etapas desse
trabalho. Taiane, Lincoln, Taind, Andreia e Rebeca, vocés sdo os melhores ICs do mundo
inteiro!!! Obrigada por tudo! Em especial agradeco a Taiane, que no finalzinho desses dois
anos me acompanhou varios dias até as 22h30, finais de semana... sempre trabalhando
arduamente. Obrigada!

Agradeco a minha irmd cientifica e amiga Suelen, por ha quase sete anos me aturar e
me ensinar tudo o que eu sei da forma mais gentil possivel. Obrigada por toda paciéncia e por
sempre querer me ajudar.

Agradeco aos amigos do departamento, Selma, Verénica, Samantha e Viviane, pelos
momentos juntos nas aulas, pelas conversas e ajudas.

Agradeco as técnicas Raquel e Bruna por estarem sempre dispostas a ajudar. Obrigada
pelas conversas, pelas mensagens e ligac6es de apoio, pelo socorro nos momentos dificeis.

Agradego ao técnico Franklin pelos ‘cafezinhos’ e conversas depois do almocgo.
Obrigada por sempre encontrar uma solucdo para os problemas e pela gentileza em querer
resolvé-los.

Aos professores do DCFis por todo ensinamento. Obrigada pelo cuidado e disposicao
em sempre passar o conhecimento da melhor forma. Em especial ao Prof. Bruno. Obrigada
pelas conversas, na qual suas palavras sempre me aconselharam, acalmaram e me
incentivaram a prosseguir com 0s meus sonhos.

Agradeco as minhas meninas, Carol, Rapha, Thais e Fran. Obrigada pelas nossas
jantinhas maravilhosas, pelas gargalhadas, conversas e sociais, pelos deliciosos cafés da tarde,

pelas massagens depois de um dia exaustivo... Obrigada! VVocés sao familia!

viii



Agradeco as amigas queridas do funddo, Camila e Lorraine, pela viagem maravilhosa
que fizemos juntas até a FESBE (2017) em campos do Jorddo, na qual estreitamos nossa
amizade. Obrigada pelos conselhos, risadas e pelos “rolés” que hao de vir. Risos.

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

A este Programa de P6s-Graduacao, que me concedeu a oportunidade de crescer em
todas as areas da minha vida, muito além do que jamais havia imaginado.

As instituicdes de fomento CAPES, CNPq e FAPERJ.

Aos membros da banca, obrigada por aceitarem o convite.



RESUMO

RANGEL, Natalia D’Assump¢ao Lima. Consumo materno de dieta hiperlipidica:
alteracdo na expressdo do receptor de angiotensina Il (AT1) e hipertrofia no coracédo da
prole ao desmame. 2018. 108p. Dissertacdo. Instituto de Ciéncias Biologicas e da Saude,
Programa de Pos-Graduacgdo em Ciéncias Fisioldgicas, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ. 2018.

A obesidade tornou-se um problema de sadde publica no mundo. Mulheres gravidas com
sobrepeso podem causar programacdo metabolica na linhagem, com o surgimento de diabetes
tipo2, dislipidemias e doencas cardiovasculares na fase adulta da progénie. Nosso grupo de
pesquisa demonstrou anteriormente que o consumo materno de dieta hiperlipidica promoveu
aumento da massa corporal, adiposidade, hiperleptinemia na prole de ratas ao desmame, além
de prejuizo na funcdo sistolica aos 30 dias de idade. O sistema renina angiotensina (SRA)
expresso no coracao parece desencadear hipertrofia cardiaca (HC), através da super expressao
de Angiotensina Il (Ang Il) e ativacdo do seu receptor, AT1. Este estudo teve como objetivo
investigar se o consumo materno de dieta hiperlipidica promove HC, e correlacionar este
fendtipo a alteragBes ao sistema SRA cardiaco em animais machos e fémeas da prole ao
desmame. Para isso, ratas Wistar receberam dieta controle (9% lipideos, grupo C) ou
hiperlipidica (29% lipideos, grupo DH) durante 8 semanas antes do acasalamento, e durante a
gestacdo e lactacdo. Ao desmame, 21 dias de vida, as proles foram pesadas e eutanasiadas. O
coracdo e os tecidos adiposos branco (retroperitoneal, inguinal e perigonadal) foram pesados.
Analises histoldgicas (cortes corados com HE e picrossirius) foram realizadas utilizando
amostras dos ventriculos e analises bioquimicas e moleculares (RIA e gPCR) foram realizadas
utilizando amostras do ventriculo esquerdo (VE) e a expressdo do receptor AT1 foi avaliada
através da técnica de Western Blotting. Fémeas e machos da prole DH, apresentaram maior
massa corporal, adiposidade, hipertrofia do VE, mas ndo apresentaram fibrose; maior
expressdo do RNAm de Nppn; ¢ menor de B-MHC, SERCA2a e Ryr2. A expressdo do RNAm
de o-MHC estava reduzida somente nos machos da prole DH. N& houve diferenca na
dosagem de Ang Il entre as proles. A expresséo protéica de AT1 estava maior nas fémeas da
prole DH, mas ndo foi alterada nos machos. Estes resultados sugerem que 0 consumo materno
de dieta hiperlipidica promove hipertrofia do VE em fémeas e machos, no entanto verificamos
alteracdo na expressdo de AT1 somente nas fémeas, 0 que sugere que o sistema RAS pode
estar envolvido com a HC observada nas fémeas mas ndo nos animais machos da prole.

Palavras-chaves: Dieta hiperlipidica, Programacdo metabolica, Hipertrofia cardiaca.



ABSTRACT

RANGEL, Natalia D’ Assumpgao Lima. Maternal high fat diet consumption: change in the
angiotensina Il receptor expression (AT1) and left ventricular hypertrophy in the
offspring at weaning. 2018. 108p. Dissertation. Institute of Biological Sciences and Health,
Graduate Program in Physiological Sciences, Federal Rural University of Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ. 2018.

Obesity has become a public health problem in the world. Overweight pregnant women can
cause metabolic programming in the lineage, with the emergence of type 2 diabetes,
dyslipidemias and cardiovascular diseases in the adult progeny. Our research group has
previously shown that maternal consumption of a high fat diet promoted increased body mass,
adiposity, hyperleptinemia in the offspring of rats at weaning, as well as impairment of
systolic function at 30 days of age. The renin angiotensin system (RAS) expressed in the heart
appears to trigger cardiac hypertrophy (CH), through the overexpression of Angiotensin Il
(Ang II) and activation of it’s receptor, AT1. This study aimed to investigate whether the
maternal consumption of a high fat diet promotes CH, and correlate such changes to the
cardiac RAS system in male and female offspring. For this, Wistar rats received control diet
(9% lipids, group C) or high fat (29% lipids, HF group) for 8 weeks before mating, and during
gestation and lactation. At weaning, 21 days of life, the offspring were weighed and
euthanized. The heart and adipose white tissue (retroperitoneal, inguinal and perigonadal)
were weighed. Histological analyzes (sections stained with HE and picrosirius) were realized
using samples from the ventricles and biochemical and molecular analyzes (RIA and gPCR)
were performed using left ventricular (LV) samples and AT1 receptor expression was
assessed by Western blotting. Females and males of the HF progeny presented higher body
mass, adiposity, LV hypertrophy, but did not present fibrosis; higher mRNA expression of
Nppn; and less expression of -MHC, SERCA2a and Ryr2. mRNA expression of a-MHC was
reduced only in males of the DH offspring. There was no difference in Ang Il dosage among
the offspring. Protein expression of AT1 was higher in females of the HF progeny, but was
not altered in males. These results suggest that the maternal consumption of high fat diet
promotes LV hypertrophy in females and males of the HF offspring, however we verified
alteration in the AT1 protein expression only in females of HF progeny, which suggests that
the RAS system may be involved with HC observed in the females and not in the male
animals of the HF offspring.

Keywords: High fat diet, Metabolic programming, Cardiac hypertrophy.
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1 INTRODUCAO

1.1 A Obesidade

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estabelece que a obesidade tem se tornado
um dos maiores problemas de saude publica no mundo. A expectativa é que, em 2025,
aproximadamente 2,3 bilhdes de adultos estejam com sobrepeso; e mais de 700 milhdes de
pessoas obesas. De acordo com OGDEN e colaboradores (2014), o aumento acentuado da
obesidade é perceptivel desde a infancia até a fase adulta. Este grupo de pesquisadores
identificou que cerca de 65% dos adultos americanos estdo acima do peso, e 30% ja sdo
considerados obesos. No Brasil, os dados também sdo alarmantes, de acordo com o
levantamento realizado pelo IBGE no ano de 2015, o indice de sobrepeso e obesidade era de
60% da populacdo brasileira. Aproximadamente 82 milhGes de pessoas apresentaram o indice
de massa corporal (IMC) igual ou superior a 25, indicando sobrepeso ou obesidade. Segundo
0 Ministério da Saude, o indice de obesos no pais era de 11,8% em 2006 e cresceu para 18,9%
em 2016, mostrando que a obesidade cresceu, aproximadamente, 7,1% nos Gltimos dez anos.
Segundo os dados epidemioldgicos, uma em cada cinco pessoas no pais encontra-se acima do
peso. Além disso, os dados epidemioldgicos revelam prevaléncia de excesso de peso no sexo
feminino (58,2%), quando comparado ao sexo masculino (55,6%). O atual estilo de vida
socio-econdmico e tecnoldgico tem-se tornado um dos fatores importantes envolvidos com o
alto indice de obesidade na popula¢do mundial.

As industrias alimenticias modernas oferecem abundéncia de alimentos baratos e com
alto teor de calorias, conhecidos como “Junk Food”. Este quadro nos habitos alimentares
combinado ao sedentarismo, garantem o perfil obesogénico atual da populacdo na maioria dos
paises desenvolvidos e em desenvolvimento, assim como a desregulagdo metabdlica associada
(GRUNDY, 1998; BELL et. al., 2005).

A obesidade é uma alteracdo clinica que pode se manifestar a partir de influéncias de
fatores nutricionais, ambientais e genéticos (ROSSNER, 2002), os quais geram graves
consequéncias aos individuos, sendo capaz de deteriorar fungdes corporais e prejudicar a
salide. E um transtorno caracterizado pelo actimulo de tecido adiposo em consequéncia da
alteracdo na ingestdo de nutrientes, ou distdrbio do gasto energético, ou ainda, do
desequilibrio interno desses dois processos. As maiores reservas de tecido adiposo branco séo

encontradas no espaco subcutaneo e ao redor de visceras (AHIMA, 2006). O tecido adiposo é
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complexo e heterogéneo, formado por adipdcitos, células endoteliais, mesenquimais, pré
adipacitos, fibroblastos e células residentes do sistema imune (RAJALA & SCHERER, 2003;
JUGE-AUBRY et al., 2005a). O tecido adiposo é considerado um érgdo enddcrino o qual
participa da metabolizacdo da glicose e acidos graxos no periodo pds prandial. A funcéo
primaria do tecido adiposo é armazenar energia na forma de lipideos (AHIMA et al., 2005),
principalmente triglicerideos intracelulares (AHIMA, 2006).

Por outro lado, o tecido adiposo branco também sintetiza componentes que participam
do sistema renina angiotensina (SRA) (CASSIS et al., 1988), como 0 angiotensinogénio
(AHIMA, 2006), uma proteina de origem essencialmente hepéatica que participa do SRA
(PEACH, 1977). A renina, uma ezima sintetizada e liberada pelas células justaglomerulares
dos rins, fragmenta o angiotensinogénio e forma angiotensina I (Ang 1) (PEACH, 1977).
Além disso, o tecido adiposo branco é capaz de secretar angiotensina Il (Angll), que pode
estar envolvida no ciclo celular dos pré adipécitos em humanos (CRANDALL et al., 1999).
Ang Il é um peptideo componente do SRA formado a partir da acdo da enzima conversora de
angiotensina (ECA) sobre angiotensina | (PEACH, 1977).

A Ang Il esta envolvida com a producao e liberacdo de prostaciclinas pelos adipdcitos,
0 que por sua vez estimula a adipogénese (SAINT-MARC et al., 2001), além de estimular a
lipogénese e 0 aumento das reservas de triglicerideos nos adipécitos (JONES et al., 1997).
ZORAD e colaboradores (1995) trabalhando com modelos animais observaram que o
tratamento com antagonistas de Ang Il foi capaz de reduzir a adiposidade. MASSIERA e
colaboradores (2001), por sua vez, submeteram camundongos “Knock out” para Ang Il a uma
dieta hiperlipidica e demonstrou que Ang Il apresenta funcdo local no desenvolvimento do
tecido adiposo branco visceral, pois esses animais encontravam-se com reducdo na massa
corporal, peso corporal, e hipoplasia do tecido adiposo branco.

A atividade de Ang Il em diversos tecidos é mediada, basicamente, por dois receptores
de membrana AT1 e AT2, que sdo acoplados com um tipo de proteina G. O receptor AT1 é
expresso em diversos tecidos, como o tecido adiposo branco (PAUSOVA et al., 2006). A
cascata de sinalizacdo desse receptor € importante na diferenciacdo de pré-adipdcitos em
adipocitos (PAUSOVA et al.,, 2006). No entanto, ao interferir na diferenciacdo dos pre-
adipdcitos, a angiotensina Il pode contribuir para a hipertrofia e, consequentemente, a
disfungdes no tecido adiposo, como a maior sintese de angiotensinogénio, leptina, espécies

reativas de oxigénio e citocinas pro-inflamatérias (FURUKAWA et al., 2004).



Os adipdcitos também sdo capazes de secretar leptina e adiponectina, 0s quais sdo 0s
mais conhecidos peptideos bioativos. Estes fatores secretados pelos adipécitos sdo
denominados adipocinas e participam do controle de diversos mecanismos fisiologicos, como
0 catabolismo de lipideos (RAJALA & SCHERER 2003; JUGE-AUBRY et al., 2005a;
GUILHERME et al., 2008b), regulacdo do apetite, da secrecdo e sensibilidade a insulina,
imunidade, coagulacdo sanguinea, e tonus vascular (AHIMA et al., 2005; NEELS et al., 2004;
CHRISTIAENS & LIINEN 2010).

A leptina € um hormonio sintetizado essencialmente pelos adipdcitos, mas também
pelo intestino, placenta, masculo esquelético, epitélio mamario e cérebro (FLIER, 2004). A
obesidade esta relacionada com a producdo exacerbada de leptina e a hiperleptinemia,
enguanto gque no jejum encontra-se baixa concentracdo de leptina no tecido adiposo branco e
no plasma (FLIER, 2004; CONSIDINE et al., 1996). Contudo, ja foi descrito que o aumento
plasméatico da leptina desencadeia resisténcia a acdo da leptina a nivel hipotalamico e,
consequentemente, prejuizos no controle da ingestdo alimentar e no gasto energético
(MUNZBERG & MYERS, 2005; FLIER, 2004; CONSIDINE et al., 1996).

A adiponectina, por sua vez, é sintetizada exclusivamente por adipdcitos maduros
(KADOWAKI & YAMAUCHI, 2005). Ao contrario da leptina, a adiponectina encontra-se
em baixos niveis plasmaticos na obesidade (KADOWAKI & YAMAUCHI, 2005). Em
contrapartida, no jejum prolongado ou em casos de perda de peso severo, a adiponectina pode
estar em niveis plasmaticos elevados (KADOWAKI & YAMAUCHI, 2005). A adiponectina
tem a capacidade de regular alguns processos bioquimicos e anti inflamatorios. Este
hormdnio, por exemplo, estimula a oxidacdo dos acidos graxos, suprime a gliconeogénese
hepética e inibe a adesdo de mondcitos, assim como a biotransformacdo de macréfagos
(KADOWAKI & YAMAUCHI, 2005).

Uma das consequéncias da hipertrofia dos adipdcitos esta associada a uma disfuncéo
enddcrina e metabolica dos mesmos, o qual sdo pré determinados a produzir em grande escala
fatores pro inflamatorios (AHIMA, 2006) e da coagulagéo sanguinea (SKURK & HAUNER,
2004). Ja foi relatado tanto em humanos quanto em roedores obesos aumento no recrutamento
dos macrofagos ativados, maior producdo de citocinas, fatores de crescimento, fator de
necrose tumoral (TNF)-a e interleucina (IL)-6 (WEISBERG et al., 2003; XU et al., 2003).
MATSUZAWA (2005) estudando o tecido adiposo branco descreveu que 0 processo
inflamatdrio desencadeado por essas adipocitocinas esta associado ao aumento do risco de

doencas cardiovasculares na obesidade.



Jé foi descrito uma significativa associacdo entre reduzida concentracdo plasmaética de
adiponectina e o desenvolvimento de diversas doencas degenerativas e crbnicas que
caracterizam a sindrome metabolica, como a obesidade, resisténcia a insulina, intolerancia a
glicose, hiperlipidemia e aterosclerose tanto em camundongos (MAEDA et al., 2002;
KUBOTA et al., 2002) quanto em primatas ndo humanos (HOTTA et al., 2001). Além disso,
a sindrome metabolica predispbe o surgimento de doencas cardiovasculares (CROWLEY et
al., 2002), incluindo a hipertensao, alteracbes no metabolismo cardiaco, hipertrofia ventricular
esquerda, disfuncdo diastélica e arritmias (AYALON et al., 2014), sendo entdo uma das
causas da crescente morbidade e mortalidade em todo o mundo.

Diversos trabalhos com modelos experimentais correlacionam perturbacGes na
manipulacdo nutricional com o alto indice de obesidade, e suas consequéncias. O excesso da
ingestdo de dieta rica em gordura e carboidratos induz o acimulo de tecido adiposo branco,
sendo associado a desordens metabdlicas, como a resisténcia a insulina, hiperglicemia em
jejum, diabetes tipo 2 (DM2), além das disfuncGes cardiovasculares, incluindo hipertenséo e
remodelamento cardiaco (BUETTNER et al., 2007). Por sua vez, a dieta hipercaldrica, rica
em acucar, pode desencadear distirbios endocrinos, como por exemplo, desordens no
metabolismo da glicose e insulina (OLIVEIRA JUNIOR et al., 2010; POUDYAL et al.,
2012), além de hipertrofia cardiaca (PINHEIRO et al., 2007; LEOPOLDO et al., 2010),
presenca de fibrose intersticial no miocardio (OLIVEIRA et al., 2009), e altera¢cbes na
expressao molecular de proteinas envolvidas na contratilidade cardiaca (OLIVEIRA JUNIOR
etal., 2010).

1.2 Obesidade e Gestacéo

A base de dados ‘The WHO global burden of disease” (GBD) publicou em 2016, que
mais de 1,9 bilhdo de adultos maiores de 18 anos tinham excesso de peso na populacdo
mundial. Destes, mais de 650 milhdes de adultos eram considerados obesos, sendo que 40%
eram mulheres na fase pré-menopausica.

No Brasil, os dados encontrados pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE) em 2015, demonstram que uma em cada quatro mulheres acima de 18 anos de idade
(24,4%) estava com obesidade. Uma Pesquisa de Vigilancia de Fatores de Risco e Protecéo
para Doencas Cronicas por Inquérito Telefénico (Vigitel) realizado no ano de 2016, pelo



Ministério da Saude do Brasil, divulgou que 16,1% das mulheres em idade fértil na regido
semidrida eram obesas, enquanto que 32,6% tinham sobrepeso.

Além disso, de acordo com o Sistema de Monitoramento de Avaliacdo de Risco de
Gravidez (PRAMS), uma iniciativa do Ministério da Salde para auxiliar gestores e
profissionais do Sistema Unico de Sadde (SUS), o indice de mulheres obesas antes da
concepcdo entre os anos de 1993 e 1994 era de 13%, enquanto que nos anos de 2002 a 2003
essa porcentagem aumentou para 22% (KIM et al., 2007). Esses dados epidemioldgicos
demonstram aumento de 69% em 10 anos, e provam gue a obesidade entre mulheres gestantes
tem prevalecido na rotina obstétrica.

A obesidade materna e o excessivo ganho de peso gestacional constitui um dos
maiores e mais comuns riscos obstétricos (FITZSIMONS et al., 2009), sendo entdo vinculado
com o grande risco de morbidade e mortalidade materna (HESLEHURST et al., 2008;
NELSON et al., 2010; POSTON et al., 2011). Além disso, alguns trabalhos demonstram que a
sindrome metabolica pode afetar a qualidade e sintese dos odcitos e embrides, caracterizando
prejuizos para a concepcdo (CARDOZO et al., 2012; ROBKER, 2008). O problema se
estende a uma série de transtornos que podem ocorrer durante a gravidez e o nascimento em si
(MEAGHAN et al., 2008), pois gestantes obesas tem maior predisposicdo a pré-eclampsia
(O’BRIEN et al., 2003), aborto espontaneo, cesariana de emergéncia, parto prematuro e de
natimorto (LYNCH et al., 2008). E, por isso, os cuidados clinicos tém aumentado durante a
gestacdo de mulheres com sobrepeso ou obesidade.

Além disso, mulheres gestantes que encontram-se com sobrepeso ou obesidade,
apresentam maiores riscos de desenvolverem diabetes gestacional (FITZSIMONS et al., 2009;
LEDDY et al., 2008). O diabetes mellitus gestacional (DMG) € associado ao aumento
substancial do indice de massa corporea (IMC). A resisténcia a insulina durante a gestacao
pode desencadear implicagdes negativas tanto para as progenitoras quanto para a geracao
seguinte. Para as mulheres gestantes, ha um elevado risco de manter a hiperglicemia e
diabetes do tipo 2 mesmo ap6s o parto. Ja na prole, 0s riscos parecem ser mais graves, pois
aumenta o risco de macrossomia e morte. Além disso, a prole nascida de gestantes com DMG
apresenta maior predisposicdo a desenvolver tanto a obesidade quanto a diabetes mellitus tipo
2 na idade infantil e adulta.

REYNOLDS, em 2013, relatou que a obesidade durante a gestacdo pré determina o
aumento do numero de mortes na geracdo seguinte, especialmente por distubios

cardiovasculares, como a hipertensdo (LEDDY et al., 2008), pois é considerada o insulto que
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modifica o desenvolvimento dos érgdos e sistemas (DE BOO et al., 2006). As caracteristicas
obesogénicas maternas podem ser compartilhadas para a progénie durante o periodo fetal
através da placenta (DE BOO et al., 2006) e, portanto, predispor obesidade na progéniee
distdrbios metabdlicos (DESAI et al., 2014).

1.3 Programacédo Metabolica

HALES E BARKER (2001) propuseram o conceito de programacao fetal através da
hipdtese do "thrifty phenotype"”, em que o fenotipo do adulto é afetado através de insultos de
origem ambiental, hormonal ou nutricional (SIMMONS, 2005), que podem ocorrer durante o
periodo perinatal, conhecidos como criticos para o desenvolvimento. A fase intra uterina e a
amamentacdo sdo ditas como criticas, pois caracterizam-se por intensa replicacgdo,
multiplicacdo e diferenciacdo celular, tornando-as mais sensiveis a interferéncias externas.
Estes insultos sdo capazes de gerar alteracdes moleculares, celulares, metabdlicas e
neuroenddcrinas durante o desenvolvimento fetal, e estes podem persistir em longo prazo, e
predispor o individuo adulto ao surgimento de doencas crénicas e degenerativas (LUCAS,
1994), como a obesidade (SPENCER, 2012).

Diferencas no padrdo de expressdo dos genes fetais dentro do Utero podem causar
modificacbes epigenéticas. A epigenética € caracterizada por alteracfes na estrutura
bioquimica dos cromossomos, e consequentemente modificacdo na expressao génica. Essas
mudancas podem ser: metilacdo do DNA, grau de acetilacdo das histonas, e/ou expressdo de
RNA ndo codificantes (NISTALA et al., 2011). O padrdo epigenético do DNA de um
individuo é herdado e passivel de modificacfes, de tal maneira que os genes podem ser
transmitidos dos progenitores para a prole, em resposta a insultos (WHITELAW &
WHITELAW, 2006), e consequentemente predispor ao desenvolvimento da sindrome
metabolica nesses individuos (HANSON & GLUCKMAN, 2014).

A nutricdo inadequada, o sedentarismo e o tabagismo materno durante as fases de
gestacdo e amamentacéo, sdo exemplos de fatores que aumentam o risco de doencas cronicas
e degenerativas como dislipidemias, resisténcia a insulina, hipertensdo, obesidade,
hiperleptinemia (OLIVEIRA et al., 2009; DE OLIVEIRA et al, 2010) e doencas
cardiovasculares (BRUIN et al., 2007; SOMM et al., 2008, 2009; DRAKE & REYNOLDS,
2010; POSTON, 2012; O’REILLY & REYNOLDS, 2013). Sugerindo que a sindrome



metabdlica é uma das consequéncias da programacdo metabdlica, e o desenvolvimento da
mesma comeca no utero (MCMILLEN & ROBINSON, 2005).

A dieta materna pode causar impactos significativos no ambiente uterino e,
consequentemente, no desenvolvimento da programacao metabolica na geracdo seguinte (DE
BOO et al., 2006). Tanto em casos de desnutricdo quanto de hiper nutricdo materna, ha relatos
de uma relagéo entre condicGes adversas do ambiente intra uterino e o surgimento de doengas
crénicas na prole de rodedores (TEIXEIRA et al., 2002; RODRIGUES et al., 2009).

A ma nutricdo materna durante a gestacdo tem sido associada a0 mau crescimento e
desenvolvimento fetal, além de disfungbes metabolicas da prole em muitas espécies
(HOFFMAN et al., 2017). A ma nutricdo materna pode ser definida como um excesso ou
restricdo de macro ou micronutrientes especificos na dieta da mae durante a gestacdo e
amamentacdo (HOFFMAN et al., 2017). Tanto a subnutricdo quanto a super nutricdo durante
as fases criticas do desenvolvimento influenciam de forma negativa no desenvolvimento fetal
da prole e no crescimento pés-natal, com acumulo de adiposidade e disturbios metabdlicos
(WU et al., 2012). Modelos experimentais com roedores descreveram que tanto a subnutri¢do
como a super nutricdo durante o periodo perinatal podem predispor obesidade na prole
(TEIXEIRA et al., 2002; RODRIGUES et al., 2009).

O consumo materno de dieta pobre em proteina, tanto na gestacdo quanto na
amamentacao, desencadearam menor ganho de peso corporal ao nascimento, e obesidade na
fase adulta da prole (MARTIN-GRONERT & OZANNE, 2010), além de predispor a
sindrome metabolica e suas comorbidades, como a disfungdo de células B-pancreaticas,
resisténcia a insulina, hipertensdo e disfungéo endotelial (BURDGE et al., 2007; MARTIN-
GRONERT & OZANNE, 2010). Por outro lado, ha trabalhos demonstrando que a prole de
ratas que receberam dieta com baixo teor de proteinas (aproximadamente 8%) somente
durante a lactagdo, apresentam o fendtipo oposto. Ou seja, os filhotes apresentam sobrepeso
ao nascimento e menor ganho de peso corporal durante a fase adulta (FAGUNDES et al.,
2009).

A super nutricdo materna, como a dieta rica em lipideos, durante a gravidez e a
lactacdo, também podem levar a fendtipos semelhantes & sindrome metabdlica na prole de
roedores. SAMUELSSON et al. (2008), exploraram as consequéncias sobre a funcéo
metabolica da prole de camundongos originadas pelo consumo materno de dieta rica em
acucares (high-sucrose) durante os periodos criticos do desenvolvimento. Foi demonstrado

que essa dieta materna promoveu hiperfagia entre a 4° e 6° semana de idade, diminui¢do da
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atividade locomotora e aumento de adiposidade abdominal aos 3 meses de idade nos machos
da prole. Ainda neste trabalho o aumento da adiposidade foi associado a hipertrofia dos
adipdcitos e modificacdes na expressdo do RNAm de B- adrenoreceptor 2 ¢ 3, 11 BHSD-1, e
PPAR-y. A prole apresentou distrbios metabdlicos semelhantes a sindrome metabdlica,
como a hiperinsulinemia aos 3 meses de idade, e hiperglicemia aos 6 meses de idade, os quais
podem estar relacionados com a resisténcia a insulina (SAMUELSSON et al., 2008).

FRANCO e colaboradores (2012) trabalhando com ratas Wistar, ofereceu somente
dieta hiperlipidica (DH) durante oito semanas antes do acasalamento, durante a gestacdo e a
lactacdo para um grupo de matrizes e as comparou com as matrizes controles. Apos as oito
semanas recebendo essa dieta, as matrizes DH n&o apresentaram aumento na massa corporal.
No entanto as fémeas desse grupo tinham maior teor de gordura corporal total. Por outro lado,
no desmame de suas proles, as matrizes DH apresentaram massa corporal e teor de gordura
similar as fémeas controles. Além disso, esse tipo de super nutricdo materna também foi
capaz de alterar a composicdo do leite materno, pois aumentou a concentracdo de proteinas,
colesterol e triglicerideos. Em contrapartida, ndo foi observada alteracdes na concentracdo de
leptina no leite das matrizes. Ainda nesse estudo, foi demonstrado que o consumo materno de
dieta hiperlipidica durante o periodo perinatal ndo foi capaz de modificar o peso corporal da
prole ao nascimento. Porém, essa dieta materna promoveu maior adiposidade nos machos da
prole ao desmame, 0s quais apresentaram acimulo de massa adiposa branca encontrada no
tecido adiposo branco retroperitoneal, perigonadal e inguinal. Esse aumento de adiposidade
foi associado com a alta expressdo de leptina no tecido adiposo inguinal e com a
hiperleptinemia.

A obesidade materna e o consumo de dieta com alto teor de gordura sdo capazes de
promover a adipogénese e estimular vias neuronais hipotalamicas que aumentam o apetite na
prole (LI et al., 2011; CHEN et al., 2009; GUPTA et al., 2009). Experimentos com roedores
descreveram que as fases de gestacéo e lactagcdo apresentam grande relevancia na formacao e
maturacdo de areas hipotalamicas como o nucleo arqueado, o qual estd envolvido com a
regulagdo do balanco energético (BOURET et al., 2010). Este nucleo hipotalamico é o
principal sitio de ac¢do da leptina, uma adipocina secretada principalmente pelo tecido adiposo
branco, o qual é capaz de aumentar os peptideos anorexigénicos e reduzir os peptideos
orexigénicos no hipotalamo, e induzir a saciedade (BJORBAEK & KAHN, 2004).

A obesidade em humanos e roedores esta associada com hiperleptinemia em

consequéncia da grande reserva de tecido adiposo branco (AHIMA & LAZAR, 2008).
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FRANCO e colaboradores, em 2012, observaram que a hiperleptinemia neonatal encontrada
durante a amamentacédo, o qual poderia ser induzida pela administragéo de leptina (TOSTE et
al., 2006) ou pelo consumo materno de dieta hiperlipidica durante a fase perinatal, resultam
em resisténcia a acdo central da leptina na prole, contribuindo para o aumento da ingestdo
alimentar e surgimento da obesidade. Este hormdnio é considerado um fator de risco para o
aumento da obesidade em resposta das condi¢Oes intra uterinas adversas (BRIFFA et al.,
2015). Por outro lado, FEREZOU-VIALA e colaboradores (2007) observaram que a dieta
materna hipercalérica durante os periodos criticos do desenvolvimento, predispfe a

resisténcia central a leptina na idade adulta da prole de ratas.

1.4 Programacado Metabolica e o Coracéo

Durante varios anos, o0 comprometimento cardiometabdlico era associado ao estilo de
vida dos individuos adultos, como o tabagismo, o sedentarismo e a dieta. No entanto, estudos
mais recentes mostraram forte relacdo entre os habitos e comportamentos alimentares e a
condicdo nutricional materna durante os periodos criticos do desenvolvimento e o
aparecimento dos distdrbios fisioldgicos na geracdo seguinte (LUCAS, 1998; VICTORA et
al., 2008; WELLS, 2012). Sendo assim, o estado nutricional e metabdlico materno na fase
perinatal ¢ um fator que determina a programacdo perinatal na progénie (LOUEY &
THORNBURG, 2005; PORRELLO et al., 2009).

O desenvolvimento dos cardiomidcitos em todas as espécies é determinado durante o
periodo intra uterino, e por isso os perfis maternos obesogénico e diabetogénico durante a
gestacdo e lactacdo funcionam como insultos que predispde obesidade, intolerancia a glicose,
doencas cardiovasculares, além de outras comorbidades da sindrome metabdlica na prole e,
que por sua vez, podem aparecer na fase adulta (CATALANO & EHRENBERG, 2006).

Em modelos de animais, a diabetes gestacional encontrada na obesidade materna pode
aumentar o risco de disfuncdes cardiovasculares na geracdo seguinte, incluindo a hipertensédo
(KRISHNAVENI et al., 2010), sendo associada com o alto indice de mortalidade entre os
individuos (REYNOLDS et al., 2013). SAMUELSSON e colaboradores (2008) observaram
relacdo entre a obesidade materna durante o periodo perinatal e prejuizos no relaxamento
dependente de acetilcolina na prole de camundongos aos 3 meses de idade, 0 que sugere
disfuncé@o endotelial e, consequentemente, esta alteragdo pode contribuir para a hipertensédo

arterial na progénie.



O consumo materno de dieta hiperlipidica promove alteragdes precoces e persistentes
na sinalizacdo de componentes do SRA no tecido renal e adiposo da prole, os quais estdo
envolvidos com o controle da pressao arterial (ARMITAGE et al., 2005), e podem contribuir
para o surgimento da obesidade, diabetes tipo Il e dislipidemias (SAMUELSSON et al., 2008;
ELAHI et al., 2009; GUBERMAN et al., 2013; MAZZIO & SOLIMAN, 2014; TAN et al.,
2015). O problema do sobrepeso e obesidade materna durante o periodo perinatal vai além da
predisposicdo as doencas metabdlicas ja discutidas, mas também aumentam o risco de
distarbios cardiovasculares, incluindo hipertensdo arterial, doencas coronérias, acidentes
vasculares cerebrais, insuficiéncia cardiaca (LANDSBERG et al., 2013), altera¢cBes no
metabolismo cardiaco, arritmias e, até mesmo, morte subita (AYALON et al., 2014).

Ja foi relatado que, além dos disturbios metabolicos, a dieta materna hiperlipidica pode
desencadear hipertrofia cardiaca patoldgica. Segundo estudos epidemioldgicos realizados por
ZIELINSKY et al. (2012), a hipertrofia do miocéardio em criangas € associada a obesidade
materna e ao diabetes gestacional em mulheres. Nessa condicdo, é observada reprogramacéo
na expressao do padrdo de genes fetais, sendo associado a disfuncdes sistolica e diastolica,
além da super atividade simpatica no coracdo, 0s quais podem persistir até a fase adulta dos
animais (TAYLOR et al., 2005; WANG et al., 2010; FERNANDEZ-TWINN et al., 2012;
BLACKMORE et al., 2014). Em outro trabalho, SAMUELSSON e colaboradores (2013b)
mostraram que tanto machos quanto fémeas da prole de camundongos, que foram submetidos
a dieta materna rica em acucar durante o periodo de gestacdo e lactacdo, apresentaram
hiperfagia, maior adiposidade, além de aumento da atividade simpética no tecido cardiaco,
maior expressao de noradrenalina renal e hipertensdo arterial aos 3 meses de idade. Em
modelos de programacdo metabdlica por obesidade materna, a super sinalizacdo do sistema
nervoso simpatico € associada com a hipertrofia cardiaca, fibrose, prejuizo na funcdo contratil
do coracdo, comprometendo a fracdo de ejecdo, podendo desencadear a insuficiéncia cardiaca
(ENGELHARDT et al., 1999; KUDEJ et al., 1997; LEOPOLDO et al., 2010; WOO & XIAO,
2012) e apoptose de cardiomiocitos (AKHTER et al., 1997).

Ja foi descrito que a super nutricio materna durante os periodos criticos do
desenvolvimento pode promover hiperleptinemia na prole (AHIMA & LAZAR, 2008;
FRANCO et al. 2012). A leptina age no nucleo hipotaldmico ventro-medial (VMH), e
estimula o sistema nervoso simpatico (SATOH et al., 1997, 1999), que por sua vez, aumenta a
forca de contracéo, a velocidade de relaxamento e a frequéncia cardiaca e, consequentemente,

tem relagdo com as disfungbes cardiacas (ZHAO et al., 1994; SIMMERMAN & JONES,
10



1998). A hiperleptinemia também esta associada ao aumento do risco de hipertenséo arterial
(BRAVO et al., 2006), que ocorre atraveés de prejuizos na vasodilatagdo dependente do
endotélio, além dos efeitos vasoconstritores da angiotensina Il estimulados por esse horménio
(WANG et al., 2013). Ademais, a leptina apresenta funcdo paracrina e autocrina sobre a
massa cardiaca, podendo estimular o depoésito de colageno através do aumento do estresse
oxidativo (MARTINEZ-MARTINEZ et al., 2014). As espécies reativas de oxigénio (ROS)
sdo capazes de modular a sinalizagdo simpatica. De forma indireta, ROS contribuem para o
desenvolvimento de diversas doencas cardiovasculares, como a hipertensdo neurogénica,
induzidas pela super atividade do sistema simpatico adrenérgico (CHAN et al., 2006; ESSICK
& SAM, 2010), e que por sua vez, afeta de forma negativa a contratilidade dos cardiomidcitos
(REN et al., 2010).

Anteriormente, foi demonstrado por um trabalho do nosso grupo de pesquisa, que 0
consumo materno de dieta hiperlipidica alterou o ganho de massa corporal dos animais da
prole durante a amamentacdo. A partir do 6° dia pos-natal, foi observado que os filhotes
machos da prole apresentaram aumento na massa corporal, e este aumento permaneceu até o
dia do desmame (21 dias de idade). Ja os filhotes fémeas apresentaram aumento na massa
corporal a partir do 9° dia pos-natal, que também persistiu até o dia do desmame. Para avaliar
se 0 aumento de massa corporal ao desmame era consequéncia da maior adiposidade, alguns
reservatorios de tecidos adiposos brancos foram pesados. Tanto os filhotes machos quantos as
fémeas apresentaram aumento do peso relativo dos reservatorios de tecido adiposo branco
retroperitoneal, perigonadal e inguinal, demonstrando que o consumo materno de dieta
hiperlipidica aumentou a adiposidade dos filhotes de ambos os sexos aos 21 dias de idade
(ZECA, 2015). Ainda nesse estudo foi realizado dosagem da leptina sérica pela técnica de
radioimunoensaio, com o intuito de analisar se a concentracdo sérica desse hormonio
acompanhava o0 aumento de tecido adiposo branco. Os filhotes machos e fémeas da prole
apresentaram aumento na concentragcdo sérica de leptina, demonstrando que esses animais
eram hiperleptinémicos. Além disso, a funcdo cardiaca da prole aos 30 dias de idade foi
avaliada através do ecocardiograma. As andlises ecocardiograficas evidenciaram, tanto nos
filhotes machos quanto nas fémeas, reducdo na fracdo de ejecdo do VE. No entanto, somente
as fémeas apresentaram aumento no volume sistolico final. Esses dados demonstram que o
consumo materno de dieta hiperlipidica prejudica a funcéo sistélica das proles, ja na fase pré
pubere (ZECA, 2015).
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Por outro lado, ha trabalhos relatando que o baixo indice de massa corporal materna
durante os periodos criticos do desenvolvimento também pode promover disfuncBes
cardiovasculares na prole, como a doenca cardiaca coronaria (FORSEN et al., 1997).
FERREIRA e colaboradores (2015) demonstraram que o consumo materno de dieta pobre em
proteina (8%) durante o periodo perinatal aumentou a peroxidacdo lipidica e diminuiu a
atividade de varias enzimas antioxidantes (superoxido dismutase, catalase, glutationa
peroxidase e atividades da glutationa redutase). Essas disfuncbes metabdlicas foram
associadas ao aumento da producéo de ROS, prejuizo da atividade de agentes antioxidantes e
do estado redox no tecido cardiaco de ratos imediatamente ap6s o desmame (FERREIRA et
al., 2015).

Além disso, RODFORD e colaboradores (2008) trabalharam com dieta materna com
déficit de proteinas em ratas Wistar, e observaram que essa dieta também pode levar ao
comprometimento da acdo vasodilatadora do endotélio em vasos de resisténcia tanto nos
machos quanto nas fémeas da prole aos 120 dias de idade, além de remodelamento vascular
por reducdo do musculo liso arterial. Essas alteragdes vasculares, assim como 0s prejuizos na
angiogénese encontradas em modelos de programacao metabdlica por desnutricdo materma,
estdo associadas a hipertensdo na prole (CAMBONIE et al., 2007).

Além disso, a dieta materna pobre em proteinas (8%) também pode promover prejuizo
no crescimento, desenvolvimento e funcionalidade de 6rgdos, aumento na pressdo arterial
sistdlica, dislipidemias e aumento da concentracdo plasmatica de insulina em jejum na
maioria dos estudos em roedores (OZANNE & HALES, 2004; COSTA-SILVA et al., 2009;
FALCAO TEBAS et al., 2012; FIDALGO et al., 2013; LEANDRO et al., 2012; DE BRITO
ALVES et al., 2014, 2016; FERREIRA et al., 2015; PAULINO-SILVA & COSTA-SILVA,
2016).

Dessa forma, a obesidade (LIANG et al., 2009), disfuncdo endotelial (GHOSH et al.,
2001; FAN et al., 2013; MOREIRA et al., 2009), niveis plasmaticos elevados de colesterol
(ELAHI et al., 2009); hipertenséo (LIANG et al., 2009; GUBERMAN et al., 2013; ELAHI et
al., 2009; SAMUELSSON et al., 2010) e hipertrofia cardiaca (FERNANDEZ-TWINN et al.,
2012; MOREIRA et al., 2009) podem ser encontradas em modelos de programacao

metabolica por desnutri¢cdo ou obesidade materna.
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1.5 Hipertrofia Cardiaca

O coracdo desempenha fungdes essenciais no sistema cardiovascular, garantindo a
homeostase, o controle da temperatura e a comunicacdo humoral, além da distribuicdo de
oxigénio e nutrientes para todos os tecidos do corpo através do bombeamento de sangue
(SHIMIZU & MINAMINO, 2016). A fim de manter o funcionamento adequado do coracéo, 0
organismo apresenta mecanismos de remodelamento cardiaco que garantem a preservacdo dos
miocitos, objetivando compensar os distarbios cardiovasculares.

O remodelamento do tecido cardiaco é caracterizado por adaptacGes moleculares,
celulares e intersticiais, que induz modificagfes no tamanho, massa, geometria e funcdo do
coracdo (COHN et al., 2000; FRANCIS, 2001). A hipertrofia, a angiogénese e a plasticidade
metabolica sdo exemplos de processos de remodelamento da parede cardiaca (KEHAT et al.,
2010; CONH et al., 2000), que podem ocorrer em resposta a uma elevada carga de trabalho, a
fim de reduzir a tensdo que a parede cardiaca pode sofrer, além de manter o débito cardiaco
(KEHAT et al., 2010; CONH et al., 2000). O conceito de remodelacdo, remodelamento ou
remodelagem cardiaca foi discutido, pela primeira vez, por HOCKMAN e BUCKEY (1982),
em casos de isquemia miocardica. Em modelos experimentais de infarto cardiaco em ratos, o
remodelamento foi utilizado para caracterizar o0 aumento da cavidade ventricular esquerda
(PFEFFER et al., 1985).

De acordo com a funcdo do coracdo, a hipertrofia cardiaca pode ser classificada como
fisioldgica ou patoldgica. A hipertrofia fisiolégica € uma compensacdo da funcdo cardiaca
que, inicialmente, ndo conduz a fibrose, insuficiéncia cardiaca ou arritmias (PERRINO et al.,
2006; BEISVAG et al., 2009; KEHAT et al., 2010; SHIMIZU & MINAMINO, 2016). Este
tipo de hipertrofia pode ser encontrado em casos de crescimento cardiaco normal em criangas
ou durante a gravidez, bem como em atletas (SHIMIZU & MINAMINO, 2016). Os exercicios
fisicos sdo descritos como cardioprotetores (POWERS et al., 2014), através de adaptagdes
benéficas do tecido cardiaco que mantém a homeostase cardiaca (ADAMS et al., 1981;
MOCKEL & STORK T, 1996; RICHEY AND BROWN, 1998; SHAPIRO AND SMITH,
1983).

Em contraste, a hipertrofia patologica estd associada a disfuncdo contratil e
insuficiéncia cardiaca (BERNARDO et al., 2010). E caracterizada pelo crescimento do
musculo cardiaco induzida por fatores como o estresse hemodinamico intermitente e anormal,

e que podem promover o remodelamento cardiaco estrutural e elétrico de forma desfavoravel
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(KAVAZIS, 2015). As causas mais conhecidas para o desenvolvimento da hipertrofia
patoldgica sdo a hipertensdo sistémica e o infarto do miocardio (IM) (BERNARDO et al.,
2010).

O IM esté associado a necrose das miofibrilas e a desintegracdo do tecido de suporte
interfibrilar, o que ocasiona a perda de tecido e o predispde a distensdo e deformacdes. Apds o
infarto, € comum ocorrer a expansdo do infarto, caracterizado pela distensdo das &reas
musculares necroticas, com realinhamento dos midcitos na parede infartada, além da dilatacéo
ventricular aguda (HOCKMAN, 1982; MATSUBARA& ZORNOFF, 1995). Nesse tipo de
remodelamento ventricular, espera-se encontrar prejuizo na fracdo de ejecdo associada ao
aumento do volume sistdlico final e diastolico final do VE, além do aumento de pré-carga e
dilatacdo da cavidade ventricular. Porém, de acordo o mecanismo de Frank-Starling,
inicialmente, as pressfes de enchimento ventricular sdo restabelecidas. Cronicamente, o
processo hipertrofico dos ventriculos tende a contribuir para a disfuncdo, e consequente
insuficiéncia cardiaca (IC) e/ou morte subita (PFEFFER et al., 1985; CONH et al., 2000;
FRANCIS et al., 2001; ZORNOFF & SPADARO, 1997).

De acordo com a morfologia cardiaca, a hipertrofia pode ser classificada como
excéntrica ou concéntrica. A presenca de sobrecarga cardiaca pode influenciar no tipo de
hipertrofia desenvolvida. BRAY (2004) associou a hipertensdo arterial com o
desenvolvimento da hipertrofia cardiaca concéntrica em individuos magros; enquanto
individuos com sobrepeso e hipertenséo arterial apresentaram hipertrofia excéntrica.

A hipertrofia concéntrica € caracterizada pela disposicdo dos sarcomeros em paralelo,
com proliferacéo de fibroblastos, além do aumento da matriz extracelular (fibrose intersticial),
apoptose dos cardiomidcitos, necrose tecidual e, consequentemente, faléncia cardiaca
(WAKATSUKI et al., 2004; WEBER, 2000). Neste tipo de hipertrofia, ha aumento individual
no didmetro dos cardiomidcitos, promovendo a reducdo no raio interno do ventriculo
(HUNTER & CHIEN, 1999; GAASCH, 1979).

Por outro lado, a hipertrofia exéntrica é caracterizada pelo aumento de tamanho do
coragdo, além das adaptacGes mecanicas como o estiramento da parede ventricular que induz
a replicacdo dos sarcomeros em série, reducdo da largura celular e aumento do comprimento
dos cardiomidcitos, promovendo aumento do raio interno do ventriculo (FAGARD RH, 1997,
RASKOFF et al., 1976), e por fim aumenta a forca de contracdo do coracdo (WAKATSUKI
et al., 2004).
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A origem da hipertrofia é considerada complexa e pouco elucidada, contudo h&
mecanismos possivelmente responsaveis pelo desenvolvimento desse fenotipo. O
remodelamento e disfuncdo ventricular estd associado a reducdo na expressio do RNA
mensageiro (RNAm) de importantes fatores para a contracdo do musculo cardiaco, tais como
o0s canais do célcio tipo L e o receptor de rianodina (Ryr2), que é um componente do reticulo
sarcoplasmético. Além disso, nesses casos de remodelamento cardiaco também j& foi descrito
reducdo na fosforilacdo da fosfolambam e na atividade de SERCA2a (COHN et al., 2000).
Essas evidéncias sugerem que as alteracdes no transito de calcio podem contribuir para a
hipertrofia cardiaca (HASENFUUS et al., 1997).

Ademais, em situacOes patoldgicas, 0 processo de remodelamento cardiaco pode estar
envolvido com modificacBes na via beta-adrenérgica do tecido cardiaco, como prejuizo na
expressdo protéica de receptores B1 e, consequentemente, diminuigdo dos niveis de proteina G
estimulatéria (Gs); além do aumento da expressdao de receptores B2, aumento da ativagdo da
proteina G inibitdria (Gi) e reducdo da estimulacdo da adenil ciclase (BARROS et al., 1999).
Essas alteracBes sugerem comprometimento na funcdo contratil do miocardio associada a
hipertrofia cardiaca (BARROS et al., 1999).

BLACKMORE e colaboradores (2014), demonstraram que a dieta materna rica em
lipideos e acucar ndo alterava a massa corporal de camundongos filhotes, no entanto,
induziam hipertrofia ventricular esquerda entre a 3? e 8% semanas de vida da prole. A partir do
3° més de vida desses animais, ndo foi notado mais hipertrofia cardiaca, porém foi observado
reducdo tanto na pressdo desenvolvida pelo ventriculo esquerdo, quanto na velocidade de
relaxamento, e aumento na resposta simpética cardiaca (BLACKMORE et al., 2014). Por sua
vez, SAMUELSSON e colaboradores (2008) constataram que a dieta materna obesogénica
também é capaz de induzir aumento nas concentracfes séricas de insulina associados a
resisténcia insulinica e hipertrofia cardiaca em filhotes de camundongos com 2 meses de
idade. J& foi descrito que a insulina esta envolvida com o processo de hipertrofia cardiaca, na
qual a regulacdo do crescimento dos cardiomiocitos de forma patoldgica é mediada pela
ativagdo da via PI3BK/AKT (CONDORELLI et al., 2002; ABEL, 2004).

Além da obesidade e dos disturbios no metabolismo da glicose e insulina, que
promovem resisténcia a insulina e diabetes tipo 2, a dieta rica em gordura e carboidrato tem
desencadeado hipertensdo associado ao remodelamento cardiaco (BUETTNER et al., 2000),
fibrose intersticial (PINHEIRO et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2009; LEOPOLDO et al.,

2010), e alteragdes na expressdo de proteinas envolvidas na contracdo cardiaca, como a
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isoforma B da cadeia pesada de miosina (B-MHC) (OLIVEIRA JUNIOR et al., 2010),
disfungdo contratil e aumento da mortalidade (SHARMA et al., 2007, 2008; CHESS &
STANLEY, 2008).

A principal proteina contratil do coracdo de ratos é composta por um par de cadeias
pesadas (o e PB) que podem variar dependendo da composi¢dao das isoenzimas, e estas
variagOes sdo consideradas marcadores de hipertrofia cardiaca. A isoenzima V1 é composta
por duas cadeias pesadas do tipo a; V2 apresenta uma cadeia pesada do tipo a e outra do tipo
; e a composic¢ao da isoenzima V3 ¢ realizada por duas cadeias pesadas do tipo B. A cadeia
pesada de miosina do tipo o (a-MHC) apresenta maior atividade ATP&sica quando comparado
a do tipo B (B-MHC), demonstrando que a composicdo das isoenzimas determinam a
capacidade contratil do midcito. A hipertrofia cardiaca é caracterizada por alteracdes na
miosina, como o0 aumento do homodimero beta-beta (isoforma V3) e reducdo da isoforma V1
(FERNANDEZ-TWINN et al., 2012), além do predominio da forma fetal das cadeias leves da
miosina (SWYNGHEDAUW, 1999). O padréo fetal pode ser considerado um mecanismo
compensatdrio, com o objetivo de suportar a hipoxia celular, ja que no coracgéo hipertréfico e
fetal os midcitos sdo capazes de resistir a baixos niveis de oxigénio (KORECKY et al., 1987).

Além disso, tanto na hipertrofia cardiaca quanto na IC pode-se encontrar aumento na
expressdao do RNAm do peptideo natriurético cerebral (BNP) (ISO et al., 1997; REDDY,
1997; SAKAI et al., 2000). FERNANDEZ-TWINN e colaboradores (2012) avaliaram alguns
marcadores moleculares de hipertrofia cardiaca, inclusive genes fetais, como peptideo
natriurético atrial (Nppn) e o peptideo natriurético cerebral (Nppb). Nesse trabalho constatou-
se gque a obesidade materna promoveu o aumento da expressao do RNAm para Nppb / BNP
mas ndo para Nppn / ANF (FERNANDEZ-TWINN et al., 2012).

A origem da hipertrofia cardiaca também pode ser associada ao aumento e cronicidade
do estresse oxidativo, jA que este pode promover a disfungdo mitocondrial e ativagcdo das
metaloproteases (GRIEVE et al,. 2004; GIORDANO, 2005; SAWYER et al., 2002). As
metaloproteases sdo enzimas latentes que apresentam atividade colagenolitica, e estas podem
ser estimuladas por insultos mecanicos, isquémicos, além da atividade de angiotensina I,
endotelina 1, catecolaminas, fator de necrose tumoral e interleucina 1 (CLEUTJENS, 1996).
Ja foi relatado que o aumento da atividade das metaloproteases € acompanhado por dilatagdo
ventricular em ratos com IM (SPINALE, 2002; ROHDE et al., 1999). Por outro lado, a
inibicdo farmacoldgica dessas enzimas, diminui o risco de remodelamento cardiaco em

animais com IM, sugerindo que a agdo das metaloproteases sobre a rede de colageno
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interfibrilar pode estar envolvida com o processo hipertréfico e disfungdo ventricular apds o
IM (SPINALE, 2002; ROHDE et al., 1999).

Outro mecanismo envolvido no processo hipertréfico do coragédo esta relacionado com
a atividade de esfingosina-1-fosfato (S1P), um mediador lipidico bioativo, que participa da
proliferacdo, migragdo e diferenciacdo celular (TAKUWA et al., 2012) através da ativacdo de
seus receptores S1IPR1, S1PR2 e S1PR3. Estes receptores sdo expressos nos fibroblastos
cardiacos (MEANS&BROWN, 2009). A celularidade cardiaca €, predominantemente,
formada por fibroblastos, os quais representam cerca de 60 a 70% do namero total de células
que formam a massa cardiaca (MANABE et al., 2002). Os fibroblastos cardiacos liberam
agentes (endotelina-1, Ang Il, fator de necrose tumoral-a e interleucina-6) que atuam de
forma autdcrina e paracrina no coracgdo, e participam do processo de remodelamento cardiaco
(ZEISBERG&KALLURI, 2010). YUEN e colaboradores (2012) observaram que a atividade
de Ang Il e interleucina-6 (IL-6) promoveram o aumento na expresséo do receptor S1IPR1 nos
miofibroblastos, além do desenvolvimento da hipertrofia cardiaca patoldgica, associada a

fibrose intersticial.

1.6 Sistema Renina Angiotensina e a Hipertrofia Cardiaca

O sistema renina angiotensina desempenha importante funcdo na homeostase
cardiovascular e renal (ROBERTSON & NICHOLLS, 1993; GARRISON & PEACH, 1990).
A partir da década de 90, comecaram a surgir trabalhos relatando a presenca do SRA local em
tecidos como o coracdo e vasos sanguineos. Ao longo dos anos, descobriu-se que as células
cardiacas expressam proteinas que participam da via de sinalizacdo do SRA (NAGANO et al.,
1992). O principal mediador desse sistema é o octapeptideo Ang Il, um regulador direto da
homeostase cardiovascular, que age de forma parécrina e autécrina no tecido cardiaco.

A Angiotensina Il é expressa tanto em midcitos, quanto em outros tipos celulares que
compde o tecido cardiaco, como os fibroblastos e miofibroblastos (LINDPAINTNER &
GANTEN, 1990). Este peptideo é armazenado em vesiculas citoplasmaticas nos midcitos
ventriculares observados através de experimentos com cultura de células. Estudos relatam que
a liberagcdo de Ang Il pode ocorre por estimulo mecanico como o estiramento da parede
cardiaca (BAKER et al., 1992; SADOSHIMA et al., 1993).

Além do seu potente efeito vasoconstritor, parece que Ang Il é capaz de regular o

crescimento celular de tecidos, como 0s vasos sanguineos, coracao e rins (BAKER & BOOZ,
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1992; DZAU & PRATT, 1993; LINDPAINTNER & GANTEN, 1991; WOLF& NELSON,
1990). A Ang Il € um potente agente pré-inflamatdrio, pré-oxidante e pré-trombotico que
favorece a disfuncédo endotelial através do aumento de catecolaminas, endotelina-1 (ET-1) e
tromboxano A2, que por sua vez levam a hipertrofia e/ou hiperplasia das células endoteliais
(BARTON et al., 2000). Além disso, Ang Il também altera a estrutura dos vasos modificando
processos como crescimento, apoptose e migracdo celular da musculatura lisa dos vasos
sanguineos (MORISHITA et al., 1992; ITOH et al.,, 1993; WOLF et al., 1996; SCOTT-
BURDEN et al., 1991), além de mudancgas nos componentes da matriz extracelular (DIEP et
al., 2002). Alguns trabalhos mostram que Ang Il estimula a hiperplasia de células musculares
lisas de vasos sanguineos, como a aorta de ratos espontaneamente hipertensos e as arteriolas
renais de ratos normotensos (PAQUET et al., 1990; DUBEY et al., 1992), sugerindo que este
peptideo, diretamente ou em combinacdo com outros fatores de crescimento, pode estar
envolvido com os mecanismos que promovem hipertrofia vascular e elevagéo da resisténcia
arterial na hipertensdo (GEISTERFER et al., 1988; BERK et al., 1989; OWENS, 1989).
KHAIRALLAH & KANABUS (1983) administraram doses subpressoras de Ang Il por
infusdo crénica em ratos, e observaram que esses animais apresentaram hipertrofia ventricular
sem hipertensdo. Além disso, o tratamento da hipertensdo com farmacos inibidores de ECA
esta envolvido tanto com a regressdo da hipertrofia cardiaca ja instalada (LINZ et al., 1989),
como também impede o processo hipertréfico do VE em ratos (BAKER & ACETO, 1990).
No sistema cardiovascular os principais efeitos de Ang Il dependem, essencialmente,
da sua ligacdo e ativacao do receptor AT1, o qual é acoplado a proteina Gq, e que por sua vez
estimula fosfolipase C e diacilglicerol (GRIENDLING et al., 1994). J& foi descrito que o
coragdo expressa AT1, e a super ativacdo deste receptor pode induzir a hipertrofia cardiaca
(ROSCA et al., 2013). Quando o receptor € ativado, a proteina Gqg se dissocia em suas
subunidades Gaq ¢ Gy, que por sua vez, iniciam uma série de eventos que culminam com a
ativacdo da proteina quinase C (PKC) mediada por diacilglicerol (NISHIZUKA, 1984), além
da ativagdo da proteina quinase ativada por mitogeno (MAPK) (VAN BIESEN et al., 1995).
Em alguns trabalhos notou-se que a ativagdo tanto de PKC (ALLO et al., 1991) quanto de
MAPK (MCDERMOTT et al., 1991) estdo envolvidas com o aparecimento do fenotipo
hipertréfico no tecido cardiaco. Sugerindo que a super estimulacdo do SRA no tecido cardiaco
esta relacionada com o desenvolvimento da disfungdo miocardica progressiva,
remodelamento (KOJIMA et al., 1994; YAMAZAKI et al, 1995) e, consequentemente,

insuficiéncia cardiaca (PIERUZZI et al, 1995).
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Alguns trabalhos também descrevem a participacéo dos receptores para Ang I, do tipo
AT2, no processo hipertrofico do coracdo. Ja foi descrito que a delegdo deste receptor em
camundongos levou a atenuacao da hipertrofia cardiaca induzida pela sobrecarga pressorica
(SENBONMATSU et al., 2000). Por outro lado, HARADA e colaboradores (1998) néo
observaram regressao da hipertrofia cardiaca ao bloquear os receptores AT1. A partir desses
estudos pode-se sugerir que o desenvolvimento da hipertrofia cardiaca pode ser induzido pela
ativacdo dos receptores AT2.

Em diversos estudos, o bloqueio do receptor AT1 e de sua via de sinalizacdo tem se
tornado um alvo farmacolégico no tratamento de comorbidades, como na hipertensdo e
insuficiéncia miocéardica induzidas pela hipertrofia cardiaca, pois reduzem os prejuizos na
funcdo cardiaca. Ja foi relatado que o uso de farmacos como B-bloqueadores, inibidores de
ECA, bloqueadores dos receptores AT1 geram beneficios clinicos significativos ao reduzir os
prejuizos na funcdo cardiaca desencadeados pelo processo hipertréfico (GARNIER et al.,
2003; SCHEUBEL et al., 2002; GRIFFITHS et al., 2010; DAI et al., 2012; SCHEUBEL et
al., 2010; GRIFFITHS et al., 2008; ROSCA et al., 2009).

A elevada concentracdo de Ang Il é um estimulo potente para aumentar a producéo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e a expressdo de citocinas pré-inflamatérias que
estimulam ainda mais o estresse oxidativo e a expressdo de varios componentes do SRA,
perpetuando um mecanismo de feedback negativo deletério (CHAAR et al., 2015; FELIX et
al., 2007; AGARWAL et al., 2009; LO et al., 2013; MASSON et al.,, 2014). Nos
cardiomidcitos a via de sinalizacdo de AT1 induz a geracdo de espécies reativas de oxigénio
através de enzimas dependente de NADPH oxidase, como NOX2 e NOX4 (SHAROQV et al.,
1998; SHAROV et al., 2000), nos quais apresentam participagdes essenciais na regulacao de
fatores de transcricdo associados ao estresse oxidativo e inducdo da inflamagdo, lesdo,
depressdo contrétil, hipertrofia e faléncia cardiaca (SHARQV et al., 1998; SHAROQV et al.,
2000). A super exposicdo de Ang Il e a super ativacdo de AT1 no tecido cardiaco estio
relacionadas com o surgimento da hipertrofia através de uma cascata de sinalizacdo Akt-
dependente, o qual é estimulado pelo aumento de radicais de superdxido liberados pela
enzima NADPH oxidase (HINGTGEN et al., 2006). Ademais, acredita-se que NOX2
NADPH oxidase é a principal enzima envolvida na ativacdo do receptor AT1, e que esta
envolvido com o processo hipertrofico (DAI et al., 2011; DOENST et al., 2010).

Acredita-se que as espécies reativas de oxigénio sejam o principal fator que leva a

hipertrofia cardiaca, seja ela induzida pela exposi¢do aguda de Ang Il como pela ativacdo
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prolongada da proteina Gaq (DAI et al., 2011). Tal afirmacdo foi elucidada através de
achados como alteracGes nos processos oxidativos mitocondriais, aléem de autofagia que estdo
associados tanto a hipertrofia cardiaca induzida por ang Il como a insuficiéncia cardiaca que
pode ocorrer através de Gaq (DAI et al.,, 2011). Modificacbes no DNA mitocondrial
(mtDNA), assim como a diminuicdo da biogénese da mitocondria sdo utilizados como
marcadores da transicao entre a hipertrofia e insuficiéncia cardiaca (IC) (DAI et al., 2011). Ja
¢ bem definido que as mutacdes e delecbes de mtDNA estdo presentes em casos de
cardiomiopatias humanas (CORRAL-DEBRINSKI et al., 1992; ARBUSTINI et al., 1998), e
sdo definidas como marcadores da transicdo entre hipertrofia fisioldgica e insuficiéncia
ventricular direita em criangas com doencas cardiacas congénitas (KARAMANLIDIS et al.,
2011).

Verificou-se, ainda, que a deplecdo de copias de mtDNA em ratos esta associada ao
remodelamento da massa cardiaca e infarto do miocérdio (IDE et al., 2001). DAI e
coladoradores (2011) adiministraram Ang Il em camundongos, e tiveram a oportunidade de
observar reducdo no nimero de cépias de mtDNA e uma frequéncia de deplecdo de mtDNA
dramatica, além da hipertrofia cardiaca grave com sinais de disfuncéo sistélica e diastolica.
Esses achados apontam a gravidade das mutacfes de mtDNA ao acelerar a transicdo da
hipertrofia cardiaca para IC. Ainda neste trabalho, foi visto que a expressdo demasiada da
catalase mitocondrial reduziu a frequéncia da mutacdo de mtDNA e disfuncdo cardiaca, o0 que
indica que as espécies reativas de oxigénio gerados pela oxidacdo da mitocondria sdo 0s
responsaveis pelo dano de mtDNA.

Nos casos de disfuncdo, o coracdo depende de mecanismos regulatorios
desencadeados por sistemas fisiolégicos que tentam compensar 0s prejuizos. Como, por
exemplo, no caso das funcdes desempenhadas pelo SRA que garantem a homeostase
cardiovascular e renal. Além da via classica, 0s componentes do SRA estdo expressos em
diversos tecidos, como o0 coragdo. Atualmente, o0 SRA local tem sido um dos principais
mecanismos descritos para explicar a hipertrofia cardiaca. Conhecendo a importancia do SRA
sobre a regulagdo da funcdo cardiovascular e remodelamento cardiaco, o presente trabalho
visa investigar se o consumo materno de dieta hiperlipidica é capaz de promover hipertrofia
cardiaca na prole, e correlacionar este fenotipo a alteragdes no SRA expresso no coragdo

desses animais.
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2. OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Avaliar se 0 consumo materno de dieta hiperlipidica promove hipertrofia cardiaca, e
correlacionar este fendtipo a alteragdes no sistema SRA expresso do coracdo de animais

machos e fémeas da prole ao desmame.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar a presenca de hipertrofia ventricular, através da analise o diametro dos
cardiomidcitos da prole, utilizando cortes histologicos corados com HE,

Analisar a presenca de fibrose no coracdo da prole, através de cortes histologicos
corados com pricossirius;

Avaliar a expressdo do RNAm de marcadores moleculares de hipertrofia cardiaca,
Nppn, a-MHC, B-MHC, Serca2a2 e Ryr2, na parede livre do VE da prole;

Quantificar a expressdo de Ang Il na parede livre do VE da prole;

Avaliar a expressdo proteica do receptor de Ang Il (AT1) da parede livre do VE da

prole.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

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

3.1.1 Modelo experimental

Foram utilizados quarenta ratos fémeas e vinte machos da linhagem Wistar, com
aproximadamente 60 dias de idade. As fémeas foram divididas de forma aleat6ria em dois
grupos experimentais (Figura 1): vinte fémeas formaram o grupo controle (C), que alimentou-
se somente de racdo normolipidica (9% de lipideos); e as outras vinte fémeas formaram o

grupo dieta hiperlipidica isocaldrica (DH), que alimentou-se somente de racdo hiperipidica
(29% de lipideos).
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Figura 1. Representacdo da separacdo dos grupos das progenitoras de acordo com sua dieta.
Ratas Wistar com 60 dias de vida foram divididas em dois grupos. As matrizes do grupo
experimental controle (C) receberam somente dieta controle (9% de lipideos) e as matrizes do

grupo dieta hiperlipidica (DH) receberam somente dieta hiperlipidica isocaldrica (29% de
lipideos).
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A racdo hiperlipidica isocalorica foi produzida pelo nosso grupo de pesquisa em

sua descrigédo segue na tabela 1.

colaboracdo com o Laboratorio de Endocrinologia Molecular (LEM) do Centro de Ciéncias e
da Saude (CCS) da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). A composicdo dessa

racao foi baseada no modelo experimental definido por FRANCO e colaboradores (2012), e

Tabela 1. Composicéo da dieta hiperlipidica purificada 5400 cal/Kg (Prag SolucGes ®)

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

Com o objetivo de ambientar, as matrizes foram mantidas no biotério de

experimentacdo do Departamento de Ciéncias Fisiologicas da Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro durante uma semana. Logo apos esse periodo, esses animais receberam suas
respectivas dietas durante oito semanas antes do acasalamento (figura 2). A partir da 6°
semana as fémeas dos dois grupos foram submetidas a avaliacdo do ciclo estral através de
citologia vaginal. N&do foram observados alteragdes no ciclo estral das fémeas do grupo C e
DH. Na 8° semana, as fémeas de ambos o0s grupos foram acasaladas (com ratos que ingeriram

dieta controle), na proporcdo de duas ratas por macho em cada gaiola. A fémea foi
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considerada gestante quando houve visualizacdo do plug vaginal, e esta foi separada do
macho e permaneceu em gaiola individual.

Durante a gestacdo e amamentacao, o grupo C continuou recebendo somente a dieta
normolipidica, enquanto que as fémeas do grupo DH continuaram recebendo somente a dieta

hiperlipidica isocaldrica (Figura 2).

Dieta Controle
. - 3 8 semanas Gestacao Lactagdo
Femeas Wistar ¢ 'f ¢
60 dias de idade ¢
G 1;1 oG Acasalamento Nascimento Desmame
(dia 0) (dia 21)
"
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( AN 4" Dieta Hiperlipidica
\ —~ ~ ~
e 5 8§ semanas Gestacao Lactagdo
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- £ dddld ¢ . . ¢
Grupo DH Acasalamento N'tsc.unento Dcﬁm'imc
(dia 0) (dia 21)

Figura 2. Representacdo do modelo experimental. Durante 8 semanas o grupo C foi
submetido a dieta normolipidica (9% de lipideos) e o grupo DH a dieta hiperlipidica (29% de
lipideos), em seguida foram acasaladas (com ratos que ingeriram dieta controle) e

permaneceram em suas respectivas dietas durante a gestacao e lactacao.

3.1.2 Obtencéo das proles

As matrizes do grupo C deram origem aos filhotes da prole controle (C), enquanto as
matrizes do grupo DH deram origem aos animais da prole dieta hiperlipidica (DH). Apds o
nascimento, foram separados, aleatoriamente, seis filhotes de cada ninhada, sendo trés fémeas
e trés machos quando possivel (Figura 3). O ganho de peso corporal dos animais de ambas as
proles foi acompanhado a cada trés dias, desde o nascimento até o desmame aos 21 dias de
idade.
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Figura 3. Representacdo da obtencdo das proles controle (C) e dieta hiperlipidica (DH). As
progenitoras do grupo experimental C originaram a prole Controle (C) e as progenitoras do

grupo DH deram origem a prole Dieta Hiperlipidica (DH).

No dia do desmame, os filhotes foram pesados e eutanasiados pelo método de
guilhotina. Os mesmos foram anestesiados através da administragdo dos farmacos cloridrato
de dextrocetamina (Ketamin®, Cristalia) e cloridrato de xilasina (Xilasin®, Syntec), por via
intraperitoneal, nas doses de 50-100 mg/Kg e 1-5 mg/Kg, respectivamente. Logo apos a
anestesia, os animais foram eutanasiados (Figura 4), e o coracéo e os tecidos adiposos brancos
retroperitonial, perigonadal e inguinal foram coletados e pesados. A tibia também foi
coletada, seu comprimento mensurado a fim de utilizar como um fator de normalizagdo dos
pesos dos tecidos coletados. Atrios e ventriculos foram separados, e os ventriculos foram

utilizados para analises histologicas, bioquimicas e moleculares.
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Figura 4. Representacdo do nascimento e desmame das proles controle (C) e dieta
hiperlipidica (DH). Tanto os animais das proles C quanto os da prole DH foram eutanasiados

no dia do desmame, aos 21 dias pds nascimento.

3.2 Avaliacéo da Hipertrofia Cardiaca

Apo0s a coleta, o coracdo foi lavado em solucdo gelada de salina (NaCl 0,9%) com a
finalidade de extrair qualquer resquicio de sangue e coagulos. Os ventriculos foram separados
dos éatrios, em seguida foram secos em papel de filtro, pesados e seus valores foram
normalizados pelo comprimento da tibia (que foi obtido através de um paquimetro). O peso
relativo dos ventriculos foi utilizado como um indice indireto de hipertrofia cardiaca (OTTEN
etal., 1986; SJAASTAD et al., 2000; VAN DIJK-OTTENS et al., 2010).

3.3 Analise Histopatoldgica

Os coragdes foram cortados transversalmente ao nivel dos musculos papilares de
ambos os ventriculos, e os tecidos foram fixados em solucdo de paraformol 4%.
Posteriormente, as amostras foram desidratadas por gradiente crescente de etanol (Vetec)
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(80/100%), por 50 minutos cada, diafanizados em xilol (Vetec) por duas vezes e em seguida,
realizamos impregnacdo com parafina a 60°C (parafina histoldgica; Pr6-Cito®, Porto Alegre,
RS, Brasil), durante 50 minutos cada e repetimos este processo mais uma vez. Os cortes
foram obtidos com auxilio de microtomo (RM 2125 RT, Leica Biosystems, Alemanha) em
espessura de 5 um e escalonados a uma distancia de 130 um, a fim de evitar medidas
repetidas do mesmo cardiomiocito.

A desparafinacdo e hidratacdo dos cortes foi realizada através de 3 banhos de xilol
com duracdo de 15 minutos cada e alcoois em concentracdes decrescentes (100/ 100/ 90/ 80 /
70%), por 5 minutos cada. As laminas foram lavadas em &gua destilada por duas vezes, por 5
minutos. Em seguida, as laminas foram coradas com hematoxilina (Vetec) por 8 min,
posteriormente lavadas em agua corrente e rapidamente em alcool cloridrico (alcool etilico a
99,5% (Vetec) 940 mL/L, acido cloridrico PA (Vetec) 20 mL/L, &4gua deionizada 40 mL) e
depois lavadas novamente, por 5 minutos em &gua corrente e agua destilada. As laminas
foram mergulhadas por 3 minutos em eosina (Vetec) e lavadas em &gua destilada e corrente
por 5 minutos.

As analises do diametro celular foram realizadas a partir de 3 a 6 cardiomidcitos por
campo, sendo 10 campos por corte, e 3 cortes escalonados por animal. Fotomicrografias
foram obtidas em microscopio (modelo FWL- 1200 T, FeldmannWild Leitz, Alemanha), e
analisadas utilizando o Software Image J (versdo, 1.49, Maryland, EUA).

Com o objetivo de avaliar a presenca de fibrose, apds a desparafinacdo e hidratacdo
outros cortes foram corados com Picrossirius (EasyPath, Brasil) durante 90 minutos. Foram

analisados 10 campos por corte e 3 cortes escalonados por animal.

3.4 Extracdo e Dosagem de Angiotensina Il na Parede Livre do Ventriculo Esquerdo

Aproximadamente 50 miligramas da parede livre do ventriculo esquerdo foram
homogeinizados em uma solucdo contendo etanol 75%, pepstatina 0,5uM, PMSF 0,01mM,
HCI 1,5% EDTA 0,1%, fenantrolina 5% e albumina 0,005%. A homogeinizacéo foi realizada
com o auxilio do potter, até que ndo houvessem fragmentos visiveis. Em seguida as amostras
foram centrifugadas 13000 x g por 20 minutos, a 4°C. Apoés centrigugagdo o sobrenadante foi
coletado, uma aliquota foi armazenada para posterior quantificacdo proteica e o restante foi
liofilizado. A liofilizagcdo foi realizada em liofilizador LioTop L101 (Liobras- Brasil), a -

55°C. O liofilizado foi ressuspenso em 3 mL de TFA.
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A extracdo de Angio Il foi realizada em coluna Bond-Elut (Peninsula Laboratories,
CA, EUA). Essas colunas foram submetidas a uma pré-ativacdo com 4 mL de uma solugdo de
acetonitrila a 60% (Merck, EUA) diluida em TFA 0,1% seguido de 20 mL de TFA 0,1%.
Apds esse procedimento as amostras foram colocadas individualmente nas colunas e diluidas
novamente com mais 20 mL de TFA 0,1%. Os peptideos absorvidos foram entéo diluidos em
3 mL de uma solugdo a 60% de acetonitrila em TFA 0,1%, sendo coletados em tubos com
dimensdes 12 x 75 mm.

Em seguida, a dosagem hormonal para Ang Il ocorreu através da técnica de
radioimunoensaio especifico (BOTELHO et al. 1994).

3.5 Avaliacdo da Expressdo Protéica do Receptor AT1 na Parede Livre do Ventriculo

Esquerdo

A homogeneizacdo do ventriculo esquerdo e a extracdo de proteinas realizadas para a
analise da expressdo protéica de AT1 através da técnica de Western Blot, foi baseada no
método descrito por TOLMACHOQV e colaboradores (2006).

O primeiro passo foi realizar a homogeneizacdo de aproximadamente 70 mg do
ventriculo esquerdo em 250uL de solucdo gelada de pH 6,4, contendo Hepes 50mM, MgCI2
1mM, EDTA 10mM, Triton X 1% e 10% de coquetel de inibidores de proteases (Complete,
Roche®, Alemanha). Para homogeinizar o tecido foi utilizado o processador Ultra-Turrax T25
basic (IKA Werke, Staufen, Alemanha). Em seguida o homogenato foi centrifugado a 16100
X g por 30 minutos, a 4°C. Ap6s a centrifugacdo, o sobrenadante foi coletado e este foi
utilizado para a dosagem da concentracdo de proteinas em cada amostra, através do Kit
comercial Pierce® BCA Protein Assay (Thermo Scientific®, Brasil).

Foi utilizado gel de poliacrilamida a 10% contendo 10% de SDS, 30% de acrilamida
mix, 10% de persulfato de aménio e 0,02% de TEMED, para realizacdo da eletroforese a 150
V, que ocorreu entre uma hora a uma hora e trinta minutos. As concentracBes proteicas
utilizadas estéo descritas na tabela 2

Apbs a corrida, as amostras foram transferidas para uma membrana de PVDF
(Polyvinylidene Difluoride), em sistema Umido com tampédo de transferéncia de pH 8,3,
contendo 0,6% de Tris Base, 0,3 % de glicina, 20% de metanol, durante 1 hora e trinta
minutos. ApoOs a transferéncia, a membrana foi corada com o corante Ponceau (0,5%

vermelho de Ponceau e 1% de acido acético) e digitalizada para usar o carregamento de
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proteina como controle interno. Apds essa etapa, a membrana foi bloqueada em albumina
comercial 5% em tampdo TBS-T 0,1% por 2 horas em temperatura ambiente.

Em seguida, a membrana foi incubada com o anticorpo primario por aproximadamente
18 horas (overnight), a 4°C. Foi utilizado o anticorpo monoclonal para AT1 (AT1 mouse
antibody), o qual foi diluido em TBS-T 0,1% de acordo com a padronizacao descrita na tabela
2. Por conseguinte, a membrana foi lavada 5 vezes com TBS-T 0,1%, por cinco minutos cada
lavagem. Posteriormente, a membrana foi incubada com o anticorpo secundario durante 2
horas a temperatura ambiente e agitacdo. A diluicdo do anticorpo secundario esta descrita na
tabela 2. Apds essa etapa, a membrana foi lavada novamente com TBS-T 0,1%, sendo cinco
lavagens por 5 minutos cada. Apos esta etapa, foi realizado a revelagdo da membrana através
do método de quimioluminescéncia ndo-radioativa utilizando o reagente Clarity Western ECL
Substrate (Biorad®,CA, EUA) em Gel Imaging Systems- Chemiodoc (Biorad®, CA, EUA) e

analise densiométrica com Software Image Lab 5.2.1.

Tabela 2. Condi¢6es padronizadas para a realizacdo da técnica de Western Blotting

Ac primario e . 3 3
Ac secundario e Concentracdo de  Concentracdo de

diluicdo o i
diluicdo ptn (machos) ptn (fémeas)
_ LAnti Mouse
2Anti AT1
1:500 196 HRP 20 40
' 1:2000 Ho Ho

L Cell Signaling®, (MA, EUA); 2 Anticorpo monoclonal sintetizado como descrito por FREI e
colaboradores (2001).

3.6 Avaliacéo da Expressdo Génica
3.6.1 Extracdo do RNA total

O RNA total da parede livre do VE foi obtido utilizando o reagente TRIZOL
(INVITROGEN), uma solugdo monoféasica de fenol e isotiocianato de guanidina. No tecido,
foi adicionado 1 mL de TRIZOL, em seguida este foi homogeneizado usando um processador
Ultra-Turrax T25 basic (IKA Werke, Staufen, Alemanhd) e incubado, por 10 minutos, a

temperatura ambiente.
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Ap0s a incubacéo foi adicionado 0,2 mL de cloroférmio (Sigma-Aldrich) a cada uma
das amostras, e estas foram incubadas por 5 minutos, e entdo centrifugadas a 12000 xg por 15
minutos. A fase aquosa foi transferida para tubos tipo eppendorf, novos, e 0 RNA precipitado
com 0,5 mL de isopropanol (Sigma-Aldrich). As amostras foram incubadas por 10 minutos a
temperatura ambiente e centrifugadas por 10 minutos a 12000 xg. O precipitado de RNA,
resultante da centrifugacdo, foi lavado com 1 mL de etanol 70 % (Sigma-Aldrich), seco a
temperatura ambiente e solubilizado em agua tratada com DEPC (Sigma-Aldrich).

A concentracdo do RNA obtido foi determinada por espectrofotometria a 260 nm
(NanoDrop, ThermoFisher Scientific, EUA) e sua integridade foi confirmada por visualizagédo
do RNA em gel de agarose 1 % em TAE 1x. As amostras contendo RNA integro foram

armazenadas a -20°C para posterior obtencéo do cDNA.

3.6.2 Transcricao reversa (RT)

A reacdo de transcricdo reversa foi realizada utilizando a enzima Superscript 1lI
(Invitrogen, EUA) e oligo (dT) (PROMEGA, EUA) em um volume final de 20 uL conforme
0 protocolo do fabricante. Nesta reacdo 1 ug do RNA total de cada amostra foi incubado com
oligo(dT), dNTPs (10 mM de cada - dATP, dCTP, dGTP, dTTP- PROMEGA, EUA) e agua
tratada com DEPC a 65°C por 5 minutos em um termociclador MWG Biotech-Primus. Foram
acrescentados a reagdo, tampéo first strand, 5 mM DTT e 50 U/uL da enzima Superscript 111,
e incubados novamente a 42°C por 50 minutos. A reacgéo foi finalizada incubando a 70°C por

15 minutos. O cDNA obtido foi armazenado a -20°C até a sua utilizacéo.

3.6.3 PCR em tempo real

O cDNA foi adicionado a uma placa de reagdo junto com uma mistura contendo 0s
iniciadores especificos, &gua deionizada autoclavada e tampéo SYBR Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems, EUA), que contém 100 mM KCI, 40 mM Tris-HCI pH 8,4, 0,4 mM de
cada dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 50 U/mL Tag DNA polimerase, 6 mM MgCl: ,
SYBR Green | e 20 nM fluoresceina. As amostras foram analisadas em duplicata.

A quantificacdo da expressdo dos genes foi realizada na maquina de Real-Time PCR
(Applied Biosystems, EUA), que detecta mudangas na concentragdo das amostras por

fluorescéncia. Apds desnaturacdo inicial a 50°C por 2 minutos e 95°C por 10 minutos, a
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reacdo foi seguida por 40 ciclos de 15 segundos a 95°C e 1 min a 60° C. Os seguintes
iniciadores foram usados: a-MHC direto 5° -CACCAGAATCCAGGCTCAAG- 3* a-MHC
reversos’ -TCATCCACGGCCAATTCTTG - 3’,/-MHC direto 5’-
CCATCAACGACCCCTTCATT- 3’ -MHC reverso 5’- GACCTGTCAGCTTGTAAATG -
3’, Ryr2direto 5° -TCACTGAGAAGCCAAGACCG- 3> Ryr reversoS’
TCCGTGGGTGGTATGGTAGA-3’, SERCAZ2a direto 5’ -
ATGTAAGGGTGTTCGGGTGC- 37, SERCA2a reverso 5’ -
ACATCACACAGTGAGCTGGG-3’. Os iniciadores para 0s genes f-actina, Nppn e Hrpt
foram desenhados pela empresa ThermoFisher Scientific, portanto a sequéncia ndo foi
fornecida.

Neste trabalho utilizamos o meétodo de quantificacdo relativa das amostras que
descreve as mudancas na expressao do gene alvo no grupo experimental em relacdo a
expressdo do grupo controle, que foi considerado como 1. Os niveis relativos de RNAm
foram determinados pela comparagdo do limiar (threshold) dos ciclos (Ct, do inglés cycle
threshold) de PCR entre os grupos. A normalizacdo pelo controle interno, cuja expressdo ndo
se altera nas diferentes manipulagdes do estudo, foi feita subtraindo o valor do Ct do gene em
estudo do valor do Ct dos genes p-actina (para as fémeas) e Hprt (para os machos) e esses
valores obtidos foram submetidos a formula 2ACt (CORDEIRO et al., 2013) e em seguida as
analises estatisticas.

3.7 Analise Estatistica

Os dados foram expressos como média * erro padrdo da média. Para avaliar se 0s
dados seguem a distribuicdo normal, foi feito o teste de normalidade Shapiro-Wilk com o
software Past versao 3.4 (disponivel em http://folk.uiono/ohammer/past/). Para a identificacdo
de dados com grande dispersdo (outliers) foi feito o teste de Grubbs. Em seguida foram
utilizados o Teste t —Student ndo pareado (até dois grupos) e ANOVA Bi-variada (mais de
dois grupos, duas variaveis) quando os dados apresentaram distribuicdo normal, seguido de
pos teste de Sidak. Estas andlises estatisticas foram realizadas com o Software GraphPad
Prism® versdo 6 (GraphPad Software Inc., San Diego, EUA). As diferencas foram

consideradas significativas quando p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Evolucdo do Peso Corporal e Ingestdo Alimentar das Matrizes Antes do
Acasalamento

O peso corporal das progenitoras dos grupos C e DH, assim como a sua ingestao
alimentar, foram acompanhados semanalmente a fim de verificar as possiveis influéncias do
consumo de dieta hiperlipidica sobre esses indices.

Observamos que as fémeas C e DH ndo apresentaram diferencas significativas na
massa corporal durante as oito semanas em que receberam dieta normolipidica e hiperlipidica,
respectivamente (Figura 5).
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Figura 5. Evolucéo do ganho de massa corporal (g) das matrizes dos grupos C e DH ao longo
das oito semanas antes do acasalamento. Ratas Wistar foram separadas nos grupos C (n=20) e
DH (n=20) e receberam somente dieta normolipidica e hiperlipidica, respectivamente. Dados

expressos como média + erro padrdo da média. Teste two-way ANOVA, seguido de pds-teste
Sidak.

Ao analisarmos a ingestdo alimentar das matrizes (através da diferenca entre a
quantidade inicial e final de racdo fornecida semanalmente para cada rata), observamos que as

ratas que receberam dieta hiperlipidica apresentaram menor ingestdo durante as 8 semanas
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que precederam o acasalamento. Na primeira semana, foi observado que as fémeas DH
ingeriram menos racdo, cerca de 37%, em comparagdo com as progenitoras do grupo C. Na
segunda e terceira semana, essa ingestdo manteve-se reduzida, 50% e 43% respectivamente.
As matrizes do grupo DH continuaram ingerindo menos racdo na quarta (50%) e quinta (54%)
semana. Ja na sexta semana, a diferenga na ingestdo alimentar entre as fémeas do grupo C e
DH foi de, aproximadamente, 38%. Esta diferenca foi de aproximadamente 54% na sétima

semana, e 30% na oitava semana (Figura 6).
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Figura 6. Ingestdo alimentar (g/animal/dia) das matrizes dos grupos C e DH ao longo das oito
semanas antes do acasalamento. Ratas Wistar foram separadas nos grupos C (n=20) e DH
(n=20). Dados expressos como média + erro padrdo da média. Teste two-way ANOVA,

seguido de pos-teste Sidak, * p<0,05.

4.2 Obtencéo das Proles C e DH

Como demonstrado na figura 3, a prole C foi formada pelos filhotes nascidos das
progenitoras do grupo C, enquanto a prole DH foi formada pelos filhotes nascidos das
matrizes do grupo DH. No dia do nascimento, seis filhotes de cada ninhada foram
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selecionados de forma aleatdria, tentando permanecer, quando possivel, a mesma proporcao
entre machos e fémeas.

O grupo C era formado por 20 ratas, porém, somente 15 ninhadas foram obtidas,
totalizando 90 filhotes da prole C, sendo 45 fémeas e 45 machos. Durante o periodo de
amamentacdo, quatro filhotes dessa prole, 2 machos e 2 fémeas, apresentaram discrepancia no
crescimento em comparacdo aos demais animais, e por isso ndo foram utilizados no
experimento. E por fim, no dia do desmame haviam 86 filhotes da prole C, sendo 43 fémeas e
43 machos.

Em relacdo a prole DH, esta foi formada por 108 filhotes, sendo 64 fémeas e 54
machos. Esses filhotes nasceram de 18 matrizes do grupo DH, pois das 20 progenitoras desse
grupo, duas ndo ficaram gestantes. ApOs a parturicdo, algumas progenitoras desse grupo
apresentaram sinais de canibalismo, possivelmente estabelecido por estresse. Além disso,
alguns filhotes machos e fémeas apresentaram prejuizo no seu desenvolvimento e ganho de
peso corporal, sendo por este motivo descartados dos experimentos. Portanto, ao desmame
haviam 59 filhotes fémeas e 45 machos.

Para a realizacdo de cada analise histologica, bioquimica ou molecular foi usado

apenas um animal macho e uma fémea de cada prole.

4.3 Acompanhamento da Massa Corporal da Prole do Nascimento ao Desmame

A fim de avaliar a possivel influéncia do consumo materno de dieta hiperlipidica sobre
0 ganho de massa corporal dos filhotes, acompanhamos o peso dos animais das proles a cada
trés dias, desde o nascimento até aos 21 dias de idade, quando houve o desmame e eutanasia
desses animais.

No dia do nascimento (dia 0), pesamos os animais de ambas as proles, e ndo foram
observadas diferencas significativas entre os animais machos e fémeas das proles C e DH
(Dia 0: fémeas C=6,4 +0,1g; DH=6,5+0,1g, machos C=6,9+0,1g; DH=6,7 +0,1g). No dia 3
também néo foram encontradas diferencas significativas no ganho de massa corporal entre os
animais das proles (Dia 3: fémeas C=10,5+0,2g; DH=10,7+£0,2g, machos C=11,4 *0,2g;
DH=11,1+0,2g). Nenhuma diferenca significativa foi encontrada no sexto dia pds nascimento
das proles (Dia 6: fémeas C=16,0+0,3g; DH=16,7+0,3g, machos C=16,6+0,3g;
DH=16,9+0,4g). O mesmo perfil foi observado no nono dia de vida dos animais (Dia 9:
fémeas C=22,0+0,6g; DH=23,5+0,3g, machos C=22,6+0,4g; DH=24,0+£0,4g). Também néo
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foram encontradas diferencas significativas entre o ganho de peso de machos e fémeas das
proles C e DH no dia 12 (Dia 12: fémeas C=28,8+0,6g9; DH=30,2+0,5g, machos
C=29,3+0,5g; DH=30,7£0,7g). No décimo quinto dia ap6s o nascimento, os filhotes machos
da prole DH apresentaram aumento de aproximadamente 7% no peso corporal quando
comparados aos machos da prole C, porém nenhuma diferenca foi observada entre as fémeas
das proles C e DH (Dia 15: fémeas C=35,5+0,6g; DH=37,3+0,59, machos C=35,9+0,6q;
DH=38,3+0,8g). A partir do dia 18, tanto os machos quanto as fémeas DH apresentaram
maior de massa corporal, cerca de 8% e 7% respectivamente, em comparagdo com 0s animais
da prole C (Dia 18: fémeas C=42,7+0,6g; DH=45,6+0,7g, machos C=42,9+0,7g;
DH=46,4+0,9g). Esse aumento de 8% e 7% no peso corporal dos animais machos e fémeas,
respectivamente, da prole DH manteve-se até o dia do desmame, (Dia 21: fémeas
C=51,9+0,8g; DH=55,8+0,7g, machos C=53,2+0,7g; DH=57,4 £1,09).

A evolucdo da massa corporal das fémeas e machos das proles C e DH sdo
demonstradas nas figuras 7 e 8, respectivamente.
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Figura 7. Evolucdo da massa corporal dos filhotes fémeas das proles C (n=41) e DH (n=37),
do nascimento (dia zero) ao desmame (21 dias de idade). Dados expressos como média + erro
padrdo da média, * p<0,05. Teste t-Student.
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Figura 8. Evolucdo da massa corporal de filhotes machos das proles C (n=40) e DH (n=37),
do nascimento (dia zero) ao desmame (21 dias de idade). Dados expressos como média * erro
padrdo da média, * p<0,05. Teste t-Student.

Esses dados indicam que o consumo materno de dieta hiperlipidica proporciona maior
ganho de massa corporal.

4.4 Avaliacdo do Peso dos Tecidos Adiposos Brancos aos 21 Dias de Idade

Aos 21 dias de idade, logo ap6s a eutanasia, 0s tecidos adiposos brancos viscerais
(retroperitoneal e perigonadal) e subcutaneo (tecido inguinal) foram coletados e pesados, com
0 objetivo de verificar se 0 aumento de massa corporal da prole DH ocorreu devido ao
aumento de adiposidade. Para isso o peso dos tecidos adiposos foi corrigido pelo
comprimento da tibia.

Ao analisar o reservatorio de tecido adiposo retroperitoneal, foi observado aumento na
massa do tecido adiposo branco retroperitoneal, em torno de 80% nas fémeas e 2,9 vezes nos
machos da prole DH quando comparados aos seus controles (fémeas C=0,0058 +0,0007g/cm;
DH=0,0104 +0,001g/cm, machos C=0,0049 +0,0006g/cm; DH=0,0142 +0,0013g/cm) (Figura
9).
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Figura 9. Massa do reservatdrio de tecido adiposo branco retroperitoneal (g), corrigida pelo
comprimento da tibia (cm), das proles C e DH aos 21 dias de idade. A) Peso relativo do tecido
adiposo retroperitoneal (g/cm) de fémeas das proles C (n=11) e DH (n=20). B) Peso relativo
do tecido adiposo retroperitoneal (g/cm) de machos das proles C (n=10) e DH (n=11). Dados

expressos como média + erro padréo da média, * p<0,05. Teste t-Student.

Como demonstrado na figura 10, a massa adiposa branca inguinal estava elevada tanto
nas fémeas (70%) quanto nos machos (100%), em relagdo aos seus controles (fémeas C=
0,0446 £0,0043g/cm; DH=0,0773 £0,0044g/cm, machos C=0,0332 +0,0026g/cm; DH=0,0688
+0,0062g/cm).
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Figura 10. Massa do reservatério de tecido adiposo branco inguinal (g), corrigida pelo
comprimento da tibia (cm), das proles C e DH aos 21 dias de idade. A) Peso relativo do tecido
adiposo inguinal (g/cm) de fémeas das proles C (n=11) e DH (n=20). B) Peso relativo do
tecido adiposo inguinal (g/cm) de machos das proles C (n=10) e DH (n=11). Dados expressos
como média * erro padrdo da média, * p<0,05. Teste t-Student.
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Ao analisarmos o0 tecido adiposo perigonadal, observamos aumento de
aproximadamente 90% nas fémeas DH em relacdo as fémeas da prole C (fémeas C=0,0047
+0,006g/cm; DH=0,009 £0,008g/cm). Além disso, os machos da prole DH também
apresentaram aumento significativo, cerca de 2,4 vezes quando comparados aos machos da
prole C (machos C=0,0039 +0,005g/cm; DH=0,0095 +0,007g/cm), conforme demonstrado na
figura 11.
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Figura 11. Massa do reservatdrio de tecido adiposo branco perigonadal (g), corrigida pelo
comprimento da tibia (cm), das proles C e DH aos 21 dias de idade. A) Peso relativo do tecido
adiposo perigonadal (g/cm) de fémeas das proles C (n=11) e DH (n=20). B) Peso relativo do
tecido adiposo perigonadal (g/cm) de machos das proles C (n=10) e DH (n=11). Dados

expressos como média + erro padrdo da média, * p<0,05. Teste t-Student.

Esses dados indicam que o consumo materno de dieta hiperlipidica proporciona maior

adiposidade na prole.

4.5 Avaliacéo da Hipertrofia no Coracgéo das Proles aos 21 Dias de Idade

Com o objetivo de analisar se a ingestdo materna de dieta hiperlipidica é capaz de
modificar a massa do coracdo, assim como sua estrutura, este 6rgdo foi coletado e seu peso
mensurado. O peso relativo do coracéo foi utilizado como uma medida indireta de hipertrofia.

Foi verificado aumento em torno de 7% e 8% na massa cardiaca tanto dos filhotes
fémeas (fémeas C=0,0143 +0,003g/cm; DH=0,0153 +0,002g/cm) quanto dos machos (machos
C=0,0150 +0,001g/cm; DH=0,0163 +0,003g/cm) da prole DH, respectivamente, em relagdo

aos seus controles. Esses dados séo demonstrados na figura 12.
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Figura 12. Massa do coracdo (g), corrigida pelo comprimento da tibia (cm), das proles C e
DH aos 21 dias de idade. A) Peso relativo do coracdo (g/cm) das fémeas das proles C (n=12)
e DH (n=20). B) Peso relativo do coracdo (g/cm) dos machos das proles C (n=10) e DH

(n=11). Dados expressos como média + erro padrdo da média, * p<0,05. Teste t-Student.

Ao analisar o peso dos ventriculos, constatamos que a massa ventricular das fémeas da
prole DH era aproximadamente 18% maior que as fémeas da prole C (fémeas C=0,0133
+0,003g/cm; DH=0,0141 +0,002g/cm) (Figura 13). Enquanto que 0s animais machos
apresentaram aumento de, aproximadamente, 21% em relacdo aos machos da prole C (machos
C=0,0138 +0,001g/cm; DH=0,0151 +0,003g/cm) (Figura 13).
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Figura 13. Massa dos ventriculos (g), corrigida pelo comprimento da tibia (cm), das proles C
e DH aos 21 dias de idade. A) Peso relativo dos ventriculos (g/cm) das fémeas das proles C
(n=12) e DH (n=20). B) Peso relativo dos ventriculos (g/cm) dos machos das proles C (n=10)
e DH (n=11). Dados expressos como média + erro padrdo da média, * p<0,05. Teste t-
Student.

4.6 Analise Histopatoldgica

Apbs utilizarmos o peso relativo do cora¢do como uma medida indireta de hipertrofia
cardiaca, foram realizados cortes histoldgicos para avaliarmos o didmetro dos cardiomidcitos.
Os cortes foram corados com hematoxilina e eosina (HE) e avaliamos o diametro dos
cardiomidcitos do ventriculo esquerdo e direito.

As andlises realizadas no ventriculo esquerdo demonstraram que tanto os filhotes
fémeas quanto os machos da prole DH apresentaram aumento, aproximadamente, de 60% e
77%, respectivamente, no didametro dos cardiomiécitos (fémeas C=4,750 +0,1665um
DH=6,429+0,1063um; machos C=3,688086+0,08332um DH=6,457+0,08959um), quando
comparados aos animais da prole C (figura 14).

N&o observamos diferenca no diametro dos cardiomiocitos do ventriculo direito entre
0s animais das proles C e DH de ambos os sexos (fémeas C=4,750 +0,1665um DH=4,871
+0,0865um; machos C=4,479+0,09377um DH=4,686 +0,1100um), conforme representado na
figura 15.
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Figura 14. Analise histopatolégica da parede livre do ventriculo esquerdo (VE) das proles C e
DH aos 21 dias de idade. A) Fotomicrografias representativas da parede livre do VE dos
animais fémeas e machos das proles C e DH, coradas com Hematoxilina-Eosina (objetiva de
40x, barra de calibragdo: 10 um). B) Representacdo grafica do didmetro dos cardiomiocitos
dos animais fémeas das proles C (n=6) e DH (n=7). C) Representacédo grafica do diametro dos
cardiomidcitos dos animais machos das proles C (n=5) e DH (n=7). Dados expressos como
média + erro padrdo da média, * p<0,05. Teste t-Student.
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Figura 15. Analise histopatolégica da parede livre do ventriculo direito (VD) das proles C e

DH aos 21 dias de idade. A) Fotomicrografias representativas da parede livre do VD dos

animais fémeas e machos das proles C e DH, coradas com Hematoxilina-Eosina (objetiva de
40x, barra de calibracdo: 10 um). B) Representacdo grafica do didametro dos cardiomidcitos
dos animais fémeas das proles C (n=6) e DH (n=7). C) Representacdo grafica do diametro dos
cardiomidcitos dos animais machos das proles C (n=5) e DH (n=7). Dados expressos como
média + erro padrdo da média.
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Esses resultados sugerem que a hipertrofia € predominantemente nos cardiomidcitos
do ventriculo esquerdo.
Ap06s observarmos a hipertrofia, outros cortes foram corados com picrossirius, no

entanto, ndo observamos areas de fibrose no coragcdo de animais machos e fémeas da prole
DH (Figura 16).
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Figura 16. Analise das areas de fibrose da parede livre do ventriculo direito (VD) das proles
C e DH aos 21 dias de idade. A) Representacdo grafica da porcentagem de area de fibrose da
parede livre do ventriculo esquerdo das fémeas das proles C (n=16) e DH (n=9). B)
Representacdo grafica da porcentagem de area de fibrose da parede livre do ventriculo

esquerdo dos machos das proles C (n=13) e DH (n=8). Dados expressos como média + erro
padrdo da média.
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4.7 Avaliagdo da Expressdo Génica de Nppn, e-MHC, p-MHC, SERCAZ2a e Ryr2na

Parede livre do Ventriculo Esquerdo

Avaliamos a expressdo do RNAmM de genes que possuem sua expressao alterada
durante o processo de hipertrofia, Nppn, a-MHC, B-MHC, SERCA2a e Ryr2. Para esta
andlise foi realizado a extracdo do RNA total da parede livre do VE dos animais das proles C
e DH e a avaliagdo da expressao dos genes foi realizada através da técnica de PCR em tempo
real.

A andlise da expressdo do RNAm de Nppn no VE das fémeas da prole DH demonstrou
que este, estava aproximadamente 5 vezes maior em comparagdo as fémeas da prole C
(fémeas C=1,000 +0,3480; DH=5,322+1,639) (Figura 17). Enquanto que os machos da prole
DH apresentaram aumento de aproximadamente 90% em relacdo aos machos da prole C
(machos C=1,000+0,1677; DH=1,901+0,5917) (Figura 17).
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Figura 17. Expressdo génica de Nppn na parede livre do VE das proles C e DH aos 21 dias de
idade. A) Expressdo génica de Nppn na parede livre do VE dos animais fémeas das proles C
(n=7) e DH (n=8). B) Expressdo génica de Nppn na parede livre do VE dos animais machos
das proles C (n=6) e DH (n=4). Dados expressos como média + erro padrdo da média,
*p<0,05. Teste t-Student.
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Ao compararmos a expressao do RNAm de a-MHC entre os animais das proles C e
DH, ndo observamos diferenga significativa entre as fémeas (fémeas C=0,9999+0,08344;
DH=0,8787+0,08781) (Figura 18), no entanto, os animais machos da prole DH apresentaram
reducdo, em torno de 20% , quando comparados aos machos da prole C (machos
C=1,000+0,06903; DH=0,8025 +0,2002) (Figura 18).
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Figura 18. Expressao génica de a-MHC na parede livre do VE das proles C e DH aos 21 dias
de idade. A) Expressao génica dea-MHC na parede livre do VE dos animais fémeas das proles
C (n=7) e DH (n=8). B) Expressao génica de a-MHC na parede livre do VE dos animais
machos das proles C (n=6) e DH(n=6). Dados expressos como média + erro padrdo da média,
*p<0,05. Teste t-Student.

Ao analisarmos a expressdo génica do RNAm de p-MHC observamos diminui¢do na
expressao deste RNAmM no VE de fémeas e machos da prole DH, aproximadamente 50% nos
2 grupos experimentais quando comparados aos Sseus respectivos controles (fémeas
C=0,9999+0,1614 DH=0,4064+0,06784; machos C=1,000+0,2609 DH=0,3564+0,1225)
(Figura 19).
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Figura 19. Expresséo génica de f-MHC na parede livre do VE das proles C e DH aos 21 dias
de idade.A) Expresséo génica de f-MHC na parede livre do VE dos animais fémeas das proles
C (n=7) e DH (n=8). B) Expressdo génica de f-MHC na parede livre do VE dos animais
machos das proles C (n=7) e DH (n=6). Dados expressos como média + erro padrdo da média,
*p<0,05. Teste t-Student.

A andlise da expressdo génica de SERCA2a2, demonstrou diminuigcdo de 40% desse
RNAmM na parede livre do VE das fémeas da prole DH em relagdo as da prole C (fémeas
C=1,000+0,03860 DH=0,6614+0,04335). Também observamos diminuicdo na expressao
deste RNAm no VE dos machos da prole DH, aproximadamente 50% (machos
C=1,000+0,05496 DH=0,5561+0,1989) (Figuras 20).
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Figura 20. Expressdo génica de SERCA2a2 na parede livre do VE das proles C e DH aos 21
dias de idade. A) Expresséo génica de SERCA2a2 na parede livre do VE dos animais fémeas
das proles C (n=7) e DH (n=8). B) Expressao génica de SERCA2a2 na parede livre do VE dos
animais machos das proles C (n=6) e DH (n=4). Dados expressos como média * erro padrdo
da média, *p<0,05. Teste t-Student.

Ao analisarmos a expressao do Ryr2, observamos que as fémeas e machos da prole
DH apresentaram menor expressdao do RNAm, cerca de 28% e 42% respectivamente, quando
comparados aos seus controles (fémeas C=0,9999+0,06445 DH=0,7771+0,06337; machos
C=1,000+0,08531 DH=0,7553+0,1038) (Figura 21).
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Figura 21. Expresséo génica de Ryr2 na parede livre do VE das proles C e DH aos 21 dias de
idade. A) Expresséo génica de Ryr2 na parede livre do VE dos animais fémeas das proles C
(n=8) e DH (n=8). B) Expressdo génica de Ryr2 na parede livre do VE dos animais machos
das proles C (n=7) e DH(n=6). Dados expressos como média * erro padrdo da média,
*p<0,05. Teste t-Student.

4.8 Dosagem de Angiotensina Il na Parede Livre do Ventriculo Esquerdo

Com a finalidade de investigar se a dieta hiperlipidica das progenitoras influenciou nos
niveis de Ang Il no VE das proles, foi realizado extracdo e dosagem dessa proteina na parede
livre do VE dos animais das proles.

A avaliacdo do contetdo de Ang Il na parede livre do VE das proles C e DH néo
demonstrou diferenca significativa entre os grupos (fémea C= 0,1774pg/mg ptnz 0,04; DH=
0,2615pg/mg ptn £0,07, macho C= 0,2282 pg/mg ptn + 0,04; DH= 0,2028 pg/mg ptn + 0,06)
(Figura 22).
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Figura 22. Dosagem de Angiotensina Il na parede livre do VE das proles C e DH aos 21 dias
de idade. A) Dosagem de Angiotensina Il na parede livre do VE dos filhotes fémeas das
proles C (n=8) e DH (n=8). B) Dosagem de Angiotensina Il na parede livre do VE dos

filhotes machos das proles C (n=8) e DH (n=8). Dados expressos como média * erro padrdo

da média.

4.9 Avaliagdo da Expressdo Protéica do Receptor AT1 na Parede Livre do Ventriculo
Esquerdo

As analises da expressdo protéica do receptor AT1 foram realizadas a partir de
amostras do VE dos animais das proles através da técnica de Western blotting.

Ao analisarmos a expressdo de AT1 no VE das fémeas da prole DH, observamos
aumento de, aproximadamente, 66% em comparacao ao VE das fémeas da prole C (fémea C=
0,06571 + 0,01733; DH= 0,1003 +0,01665). No entanto, ao compararmos 0s animais machos
das proles C e DH, ndo observamos diferenca significativa na expressdo protéica de AT1
(macho C=0,0370 £ 0,004158; DH= 0,0250 + 0,004971) (Figura 23).

49



Fémeas C Fémeas DH

Machos C Machos DH

, o -

AT1

Pounceau

0.104

0.05

. il -

C DH C DH

Expressio proteica do AT1
(referente ao Ponceau)
Expressio proteica do AT1
(referente ao Ponceau)

Figura 23. Expresséao proteica do receptor AT1 na parede livre do VE das proles C e DH aos
21 dias de idade. A) Imagens da membrana de PVDF da expressao proteica do receptor AT1
na parede livre do VE dos filhotes fémeas e machos das proles C e DH (fémeas C=7; DH=7;
machos C=7; DH=7). A coloracao Ponceau foi utilizada para normalizar os dados. B) Analise
densitométrica da expressdo proteica do receptor AT1 na parede livre do VE dos filhotes
fémeas das proles C e DH. C) Anélise densitométrica da expressdo proteica do receptor AT1
na parede livre do VE dos filhotes machos das proles C e DH. Dados expressos como média *
erro padrdo da média, *p<0,05. Teste t-Student.
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5. DISCUSSAO

Os resultados desse trabalho demonstram que o consumo materno de dieta
hiperlipidica ocasionou, ao desmame (21 dias de idade), maior ganho de peso corporal, maior
adiposidade, aumento no diametro dos cardiomidcitos da parede livre do ventriculo esquerdo
(VE) dos animais machos e fémeas da prole. Essa dieta materna também promoveu
modificagdes moleculares de componentes envolvidos no processo contratil do coracdo,
alguns usados como marcadores de hipertrofia, como na expressao do RNAmM de Nppn, das
isoformas a e B da cadeia pesada de miosina (o ¢ B-MHC), SERCA2a2 e Ryr2 na parede livre
do VE dos animais da prole. Além disso, houve alteracdo na expressdo proteica do receptor
para angiotensina Il (AT1) na parede livre do VE dos animais fémeas da prole de progenitoras
que receberam dieta hiperlipidica durante os periodos criticos do desenvolvimento.

O desenvolvimento de doencas cronicas sdo associadas ao estilo de vida dos
individuos, como o tabagismo, o sedentarismo e a dieta (BARKER, 2007). Os desequilibrios
nutricionais maternos durante o periodo perinatal sdo fortemente associados ao aparecimento
de comorbidades que caracterizam a sindrome metab6lica, como resisténcia a insulina,
hipertensdo, dislipidemias e disfungdes cardiovasculares (BARKER, 2007, MOURA &
PASSOS, 2005). O consumo materno de dieta hiperlipidica e/ou hipercaldrica antes da
concepcao, e durante o estagio fetal e pds natal pode desencadear programacdo metabdlica na
prole (SIMMONS, 2005; MINGRONE et al., 2008), e prejuizos de forma persistente (HALES
& BARKER, 2011; ROSS & DESAI, 2013).

FRANCO e colaboradores (2012) observaram que a dieta materna hiperlipidica
durante a gestacdo e lactacdo ndo alterou a massa corporal da prole ao nascimento. Contudo,
no desmame (21 dias de idade), a massa corporal dos filhotes machos da prole estava maior.
Outro trabalho demonstrou que o consumo materno de dieta hiperlipidica promoveu maior
ganho de peso corporal a partir da 3° semana pds nascimento independente do sexo da prole
(DESAI et al. 2014). Assim como observado por FRANCO e colaboraradoes, em nosso
trabalho, o consumo materno de dieta hiperlipidica ndo alterou a massa corporal dos filhotes
fémeas e machos ao nascimento, porém, ao acompanhar o ganho de peso corporal,
observamos que as fémeas comecgaram a ter maior massa corporal a partir da 18° dia de vida,

e 0s machos a partir da 15° dia de vida. Sendo que o aumento de peso corporal persistiu até o
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dia do desmame (aos 21 dias de idade). Esse aumento no ganho de peso corporal na prole,
pode ser consequéncia de alteracdes na composi¢do do leite materno (aumento nos niveis de
triacilglicerol e reducdo nas taxas de colesterol), como foi verificado anteriormente
(FRANCO et al., 2012).

O aumento na massa corporal pode ser atribuido ao aumento da adiposidade,
observado através do aumento dos reservatorios adiposos brancos. Os nossos resultados
demonstraram que o0 consumo materno de dieta hiperlipidica promoveu maior peso relativo do
tecido adiposo branco retroperitoneal, inguinal e perigonadal. Nas fémeas, o tecido adiposo
branco retroperitoneal foi o reservatorio que mais aumentou, seguido do perigonadal; Ao
passo que, nos animais machos o reservatorio que mais variou foi o tecido adiposo
perigonadal, seguido do retroperitoneal.

A obesidade € caracterizada pelo desequilibrio entre a ingestdo alimentar e o gasto
energeético, e resulta no excesso de tecido adiposo (JUNG & CHOI, 2014), e possiveis
alteracdes cardiovasculares (MITTENDORFER, 2011). O tecido adiposo branco apresenta
importante funcdo no metabolismo energético, pois os adipdcitos secretam adipocinas que
participam de diversos mecanismos fisioldgicos, como o catabolismo lipidico (RAJALA
&SCHERER 2003; JUGE-AUBRY et al;, 2005a; GUILHERME et al., 2008Db), regulacéo do
apetite, secrecdo e sensibilidade a insulina (AHIMA et al.; 2005; NEELS et al., 2004;
CHRISTIAENS & LIJNEN 2010). A producdo de leptina é diretamente proprocional ao
conteddo de massa adiposa branca tanto em humanos quanto em roedores (AHIMA, 2011;
COSIDINE et al., 1996). Portanto, a obesidade esta associada a hiperleptinemia, além de
resisténcia central deste hormonio, aumento da ingestdo alimentar e prejuizo no metabolismo
energético (FRANCO et al., 2012). Essas condic¢des supracitadas ja foram relacionadas com o
aumento do risco do comprometimento cardiaco (WALLACE et al., 2001).

Resultados anteriores do nosso grupo de pesquisa demonstraram que O CONSUMO
materno de dieta hiperlipidica induziu maior peso corporal, adiposidade, hiperleptinemia,
aumento da massa cardiaca em fémeas e machos da prole ao desmame. Alem disso, foi
observado prejuizo na fungéo sistolica (diminuicdo da fracdo de ejecdo e aumento do volume
sistélico final) desses animais aos 30 dias de idade.

De acordo com WILLETT (1994), o consumo de dieta rica em gordura pode aumentar
substancialmente o risco de mortalidade por alteragcdes cardiovasculares, como a hipertenséo,
disfuncéo endotelial (SAMUELSSON et al. 2008), remodelamento cardiaco (BUETTNER et
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al., 200) e fibrose intersticial (PINHEIRO et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2009; LEOPOLDO
etal., 2010).

A hipertrofia cardiaca é um tipo de remodelamento, na qual é caracterizada pelo
espessamento da parede do coracdo, aumento da massa cardiaca e diminui¢do no tamanho das
camaras do coragdo, especialmente do ventriculo esquerdo (MARON et al., 1981;
YAMAGUSHI, et al., 1979). Tal condic¢do predispde a reducdo na fracdo de ejecdo pelo VE
(MARON, 1981; YAMAGUSHI, 1979; HENRY et al., 1973) e, consequentemente, ao
prejuizo na funcdo do coracdo (KAVAZIS et al., 2015).

Ja foi descrito que o consumo materno de dieta rica em agucar e gordura promoveu a
obesidade materna em camundongos, além do aumento da massa cardiaca nos aminais
machos da prole, observada na 8° semana de vida (FERNANDEZ-TWINN et al., 2012), e
aumento na concentracao sérica de insulina com resisténcia insulinica e hipertrofia cardiaca
em ratos (SAMUELSSON et al., 2008). Enquanto que BLACKMORE e colaboradores (2014)
verificaram que a dieta materna rica em lipideos e aglcar ndo alterava a massa corporal da
prole, no entanto verificaram hipertrofia ventricular esquerda tanto ao desmame quanto na
fase adulta da prole de camundongos. Esses trabalhos demonstram que independente de
alteracdes na massa corporal na prole, os modelos de dieta materna induzem hipertrofia
cardiaca. Em nosso modelo, o consumo materno de dieta hiperlipidica foi capaz de promover
aumento na massa cardiaca e no diametro dos cardiomidcitos da parede livre do VE tanto nas
fémeas quanto nos machos da prole de ratas ao desmame. Contudo, ndo observamos
alteracdes no didmetro dos cardiomiocitos da parede livre do VD da prole DH. Essas
caracteristicas encontradas no coracdo das fémeas e machos da prole DH, indicam hipertrofia
ventricular esquerda.

Os midcitos representam apenas 30% do namero total de células miocardicas, sendo
gue em sua maioria o tecido cardiaco é formado por células musculares lisas, endoteliais,
fibroblastos e células nervosas (MANABE et al., 2002). Além disso, ha uma complexa e
organizada rede de colageno (matriz extracelular) que sustenta a celularidade miocardica e
modula tanto a fungdo diastolica quanto a sistolica (WEBER et al., 1999). Os estimulos
hipertréficos, quando mantidos, podem desencadear mecanismos patolégicos que levam a
proliferacdo dos fibroblastos e consequente aumento da matriz extracelular (fibrose
intersticial), apoptose dos cardiomiocitos, e que por sua vez resultam na faléncia cardiaca
(WEBER et al., 2000; MORISCO et al., 2003; WAKATSUKI et al., 2004). Sabendo disso,

nesse trabalho avaliamos a presenca de fibrose cardiaca na parede livre do VE dos animais da
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prole DH através de cortes histologicos corados com Picrossirius. Contudo, ndo observamos
diferenca significativa entre as proles C e DH.

Os dados ja discutidos sdo interessantes, pois mostram um fendtipo parecido entre
fémeas e machos da prole DH. SENGUPTA (2013) correlacionou a idade de vida de ratos de
laboratorio com as fases de um ser humano. Este pesquisador relatou que as ratas fémeas
atingem a puberdade entre 32° a 34° dia p6s nascimento, enquanto que os machos atingem
entre 45° a 48° dia de vida. Porém a maturidade sexual ocorre somente apos a 8° semana de
vida. Sendo assim, aos 21 dias de idade (desmame), roedores ndo apresentam producdo
hormonal dos esterdides sexuais, como 0 estrégeno que € sintetizado por uma via comum
utilizando acetato e colesterol, na qual forma 17p-estradiol. Este horménio apresenta diversas
funcbes de protecdo no sistema cardiovascular sendo através do seu efeito direto sobre o
coracdo, a parede vascular ou sobre o metabolismo lipidico (STEVENSON et al., 2000;
WALSH et al.,, 1991). Ja foi descrito que o estrogénio atenua os efeitos de agentes
vasoconstritores, como as espécies reativas de oxigénio, angiotensina Il, e endotelina-1
(GALLAGHER et al., 1999; PROUDLER et al., 1995). SIMON (2001) considerou que
mulheres na fase pOs-menopausica possuem maiores riscos de apresentarem
comprometimento no sistema cardiovascular, como insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC),
infarto do miocérdio, doencas coronérias e hipertrofia ventricular esquerda.

Na caracterizacdo da hipertrofia cardiaca, ja foram descritos alteracfes na expressao
génica dos peptideos natriuréticos atrial e cerebral (Nppn e Nppb, respectivamente) (ISO et al,
1997; REDDY, 1997; SAKAI et al, 2000), e das isoformas o ¢ 3 da cadeia pesada de miosina
(0-MHC e p-MHC) (OLIVEIRA JUNIOR et al. 2010). Além disso, ZAK em 1995, relatou
que coracdes que apresentam faléncia secundaria a hipertrofia, apresentam diminuicdo dos
niveis do RNAm de importantes componentes do reticulo sarcoplasmatico, como o receptor
Ryr2, fosfolambam e SERCA2a (COHN et al. 2000).

FERNANDEZ-TWINN e colaboradores (2012) demonstraram que a obesidade
materna desencadeou aumento na expressao génica de Nppb, mas ndo de Nppn no coragéo da
prole de camundongos machos com 8 semanas de vida. Além disso, nesse mesmo trabalho
constataram aumento na razdo entre as isoformas f e a da cadeia pesada de miosina nesses
mesmos animais. Os resultados descritos por FERNANDEZ-TWINN e colaboradores (2012)
corroboram com diversos trabalhos que sugerem que o perfil obesogénico materno durante o
periodo perinatal estd intimamente ligado a desvantagem cardiaca na progénie

(KRISHNAVENI et al., 2010; LEE et al., 2007; MILLS et al., 2010).
54



Os nossos resultados demonstram que o consumo materno de dieta hiperlipidica levou
ao aumento da express@do do RNAm de Nppn tanto na parede livre do VE de fémeas quanto de
machos da prole de ratos ao desmame; reducdo na expressdo génica da isoforma a da cadeia
pesada de miosina (a-MHC) somente nos machos; e reducdo na expressdo de RNAm de
SERCA2a2 e Ryr2 em ambos os sexos da prole. Essas alteracbes moleculares ja foram
descritas na hipertrofia cardiaca (CLARK et al. 1994). Por outro lado, em nosso modelo
experimental, observamos reducao na expressao génica da isoforma B da cadeia pesada de
miosina (B-MHC) nesses mesmos filhotes. Esse dado é interessante ja que no processo
hipertrofico, com freqliéncia, a expressdo do RNAm de B-MHC estd aumentada (CHIEN et
al., 1991; IZUMO et al., 1988).

Uma das causas mais prevalentes de sobrecarga funcional para o coracdo é a
hipertensdo arterial. Inicialmente, a hipertrofia cardiaca € uma adaptacdo fisiologica do
coragdo contra o aumento da carga de trabalho para manter a funcdo cardiaca normal. No
entanto, quando sustentada, a cardiomiopatia hipertréfica pode aumentar o risco de arritmias,
morte subita (KOWEY et al.,, 1984; MCKENNA et al., 1984; SAVAGE et al., 1979),
insuficéncia cardiaca (BERNARDO et al., 2010; LEVY et al., 2002), angina e infarto do
miocardio (RUBIN et al., 1979; PITCHER et al., 1980).

Além do estresse ocasionado pela sobrecarga cardiaca, diversos fatores neuro-
humorais promovem a hipertrofia cardiaca através da ativacdo de receptores acoplados a
proteina G como, por exemplo, Ang Il, endotelinas e catecolaminas (HEINEKE &
MOLKENTIN, 2006), os quais atuam de forma parécrina e autécrina no tecido cardiaco.
Esses fatores agem sobre os cardiomidcitos, células inflamatérias e os préoprios fibroblastos, e
contribuem para o remodelamento cardiaco (ZEISBERG & KALLURI, 2010).

WANG (2005) relatou que o sistema renina angiotensina pode desencadear alteracdes
na estrutura e fungdo do coracdo, levando ao desenvolvimento e a progressdo da doenga
cardiovascular. Todos 0s componentes do sistema renina-angiotensina Sao0 expressos
localmente no coracdo, e a sinalizacdo sustentada desse sistema esta associada a hipertenséo
em individuos obesos através da super atividade de Ang Il, e estas respostas sdo
acompanhadas de fibrose e hipertrofia miocardica (CROWLEY et al., 2006; KUMAR et al.,
2009).

Neste trabalho tentamos correlacionar a hipertrofia observada com alteragcbes em

componentes do sistema RAS expressos no coragao da prole.
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Ao dosarmos Ang Il da parede livre do VE das proles, ndo observamos alteragoes
significativas nas taxas de Ang Il nos animais fémeas e machos da prole de ratas que
receberam dieta hiperlipidica durante a gestacao e lactacao.

No entanto, em nosso modelo experimental, 0 consumo materno de dieta hiperlipidica
aumentou a expressdo protéica de AT1 no VE de fémeas da prole ao desmame, mas 0 mesmo
néo foi observado nos machos. Embora, machos e fémeas da prole DH apresentem o0 mesmo
fenotipo de hipertrofia ventricular esquerda, acreditamos que 0S mesmos apresentam
diferentes mecanismos de sinalizacdo que levam a hipertrofia da parede livre do VE. A
alteracdo na expressdo do receptor AT1 encontrada nas fémeas da prole DH sugere que 0
SRA possa estar envolvido com a hipertrofia do VE, porém é importante investigar a
expressao das proteinas da sua via de sinalizacdo para elucidar os mecanismos envolvidos
nesse processo.

J& nos machos da prole, outros mecanismos podem estar envolvidos com a promogao
da hipertrofia ventricular esquerda, como por exemplo, a atividade da insulina pela via
MAPK. FERNANDEZ-TWINN e colaboradores (2012) sugeriram que o0 consumo materno de
dieta rica em acUcar e gordura promoveu aumento da insulina plasmatica em jejum associado
com resisténcia a insulina, além da reducdo na expressdo do receptor de insulina (IR-f) nos
ventriculos dos camundongos machos da prole. No entanto, nesse mesmo trabalho, os animais
da prole de progenitoras obesas apresentaram aumento na expressdo protéica de MAPK,
sugerindo que a via de sinalizacdo da insulina estava estimulada. POORNIMA e
colaboradores (2006) associaram a hiperinsulinemia com o processo hipertréfico do coracao
como consequéncia do aumento das acBes mitdgenas. A proteina quinase ativada por
mitégeno (MAPK) é um regulador importante da fosforilacdo de ERK1/2, que por sua vez
participa da proliferacdo, diferenciacdo e sobrevivéncia celular, além de promover a
hipertrofia cardiaca (MOLKENTIN & ROBBINS, 2009).

Por outro lado, a superexpressdo do f1-AR também estar associada ao surgimento de
hipertrofia dos cardiomiocitos do VE encontrada nos machos da prole. KLEIN & OJAMAA,
2001 relataram que o hormonio triiodotironina (T3) é capaz de aumentar a sensibilidade das
células cardiacas as catecolaminas, pois este hormdnio induz maior expressdo dos receptores
B1-adrenérgicos (BASSO et al., 1991) no tecido cardiaco, e de forma indireta promove o
aumento do inotropismo, cronotropismo e, consequentemente aumento do débito cardiaco
(KLEIN & OJAMAA, 2001). Nosso grupo de pesquisa, em resultados anteriores,

demonstraram que a dieta materna hiperlipidica induziu aumento da expressdo proteica do
56



receptor para HT, do tipo TRal, em machos da prole aos 21 dias de idade (ZECA, 2015).
Portanto, é necessério desenvolver novos estudos a fim de desvendar quais mecanismos
estariam estimulando a hipertrofia ventricular esquerda nesses animais.

As alteracOes observadas nesse estudo, assim como o surgimento de algumas doencas
cronicas e degenerativas ndo transmissiveis podem ser caracterizados como consequéncia da
programacdo metabdlica proveniente pelos habitos alimentares maternos. Em geral, o
consumo materno de alimentos ricos em lipideos de forma exagerada tem predisposto a
maiores riscos de defeitos congénitos, disfuncBes metabodlicas, obesidade e doencas
cardiovasculares na prole. Sabendo disso, torna-se necessario ampliar o conhecimento do
impacto da nutricdo materna sobre a prole, e assim desenvolver medidas terapéuticas e

preventivas dos distarbios cardiovasculares.
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6. CONCLUSAO

Os nossos resultados demonstram que o consumo materno de dieta hiperlipidica
durante a fase de gestacdo e lactacdo, promove aumento da massa corporal, maior
adiposidade, aumento da massa cardiaca e hipertrofia ventricular esquerda nas fémeas e
machos da prole ao desmame, além de mudangas na expressdo génica de Nppn, a-MHC, B-
MHC, Serca2a2 e Ryr2, os quais sdo importantes marcadores de hipertrofia cardiaca e atuam
no processo de contracdo do miocardio. Essa dieta materna contribui para 0 aumento na
expressao do receptor para Ang Il (AT1) nos filhotes fémeas da prole, o que ndo é observado
nos filhotes machos. Desta forma, este trabalho demonstra que o consumo materno de dieta
hiperlipidica é capaz de desencadear hipertrofia no coragéo da prole, no entanto estes mesmos
resultados também sugerem que distintos mecanismos estabelecem o remodelamento cardiaco
em machos e fémeas.

Por fim, sugere-se que o consumo materno de dieta hiperlipidica é capaz de
desencadear alteracdes no SRA, e este por sua vez esteja envolvido com o desenvolvimento

da hipertrofia ventricular esquerda somente nos filhotes fémeas da prole.
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