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RESUMO

A dislipidemia materna € uma condicdo clinica de dificil tratamento e caracterizada pela
presenca de estresse oxidativo. Neste trabalho, investigamos os efeitos da dislipidemia
durante a gestacdo e lactagdo sobre parametros cardiorrespiratérios e metabdlicos na prole de
ratos. Os protocolos foram aprovados pelo CEUA/UFPB (n° 014/2016). Ratas prenhes foram
divididas em: um grupo que recebeu dieta controle (CTL, n =5) e outro com dieta
testes oral de tolerancia a glicose (TOTG), tolerancia a insulina (TTI), glicemia de jejum (GJ),
colesterol total (CT), lipoproteinas de alta (HDL), baixa (LDL) e muito baixa (VLDL)
densidade e triglicerideos (TG) foram mensurados ao final da lactagdo nas mées e dos filhotes
aos 90 dias, assim como também foram avaliados os parametros cardiorrespiratorios através
da medicdo direta da pressdo arterial (PA), frequéncia cardiaca (FC), e ventilatorios por
pletismografia de corpo inteiro. Mensuramos também a frequéncia respiratoria (FR), volume
corrente (VT) e ventilagdo (VE) durante um periodo basal e ap6s a administracdo de: mistura
hipercapnica (7 % CO2) para avaliarmos o quimiorreflexo central, de cianeto de potassio
(KCN (0,04%)) para avaliacdo do quimiorreflexo periférico e hexametdnio (30 mg/kg) para
avaliacdo da atividade simpatica. Durante o registro basal da PA, avaliamos a variabilidade da
FC e PA e parametros eletrocardiograficos. Por fim, verificamos os niveis de malondialdeido
(MDA) sérico. Os resultados estdo expressos como mediate.p.m. e o teste t-Student ndo-
pareado foi utilizado para comparacdo dos grupos. O nivel de significancia foi fixado em
p<0,05. Ao final da lactagdo, ratas DLP exibiram hiperlipidemia comparado ao grupo CTL.
Em adicdo, ratas DLP apresentaram hiperglicemia no TOTG e TTI. A prole DLP apresentou
baixo peso ao nascer (p<0.05) comparado ao grupo CTL. Aos 90 dias, os parametros
glicidicos e lipidicos foram semelhantes entre as proles CTL ou DLP. Em condicGes basais,
os ratos DLP apresentaram PA média elevada (CTL: 90+5,5 vs DLP:121+2,9 mmHg), mas
sem alteracbes na FC, FR, VT e VE. Na andlise espectral, os ratos DLP exibiram aumento no
componente LF (CTL: 4,8+0,4 vs DLP: 9£0,9 mmHg2) e na razdo LF/HF (CTL: 0,13+0,02 vs
DLP: 0,29+0,007), sem alteracbes no HF. Com relacdo aos componentes do ECG, os
intervalos foram semelhantes entre os grupos. Durante hipercapnia, o grupo DLP exibiu maior
resposta no AFR (CTL: 43,5+2,8 vs DLP:65,4+4,6 resp/min) ¢ no AVE (CTL:710£71 vs
DLP: 1061£130 mL/Kg/min), mas sem modificagdo no AVT. Apods administracio do KCN,
os ratos DLP exibiram respostas pressorica (CTL: 58.4+3.9 vs DLP:86+6.3 mmHg) e
ventilatoria maiores (CTL: 104+9.1 vs DLP:158+14.2 resp/min) e sem alterar a resposta
bradicardica (CTL: 269+17.4 vs DLP: 252+14.9 bpm). Em adicdo, os ratos DLP apresentaram
maior reducdo da PA (CTL: 27+2 vs DLP: 48+4 mmHg) apds o efeito do hexametdnio,
comparado ao grupo CTL. Esses achados foram combinados com elevados niveis séricos de
MDA (p<0.05) na prole de ratos de mdes DLP. A prole de ratos machos DLP apresenta
hipertensdo na vida adulta combinada com hiperatividade simpatica e respostas ventilatorias e
autondémicas amplificadas frente a hipdxia e hipercapnia.

Palavras-chave: Metabolismo lipidico e glicidico. Hipertensdo arterial sistémica. Sistema
nervoso autondmico simpatico. Quimiossensibilidade. Estresse oxidativo.



ABSTRACT

Dyslipidemia is a maternal clinical condition difficult to treat and characterized by the
presence of oxidative stress. In this work, we investigated the effects of Dyslipidemia during
gestation and lactation on cardiorespiratory and metabolic parameters in rat offspring. The
protocols have been approved by the CEUA/UFPB (n° 014/2016). Pregnant rats were divided
into a control diet Group (CTL, n = 5) and another with dyslipidemic diet (DLP, n = 5) during
pregnancy and lactation. Biochemical parameters, such as oral glucose tolerance tests
(TOTG), tolerance to insulin (TTI), fasting glucose (GJ), total cholesterol (TC), high
lipoprotein (HDL), low (LDL) and very low (VLDL) density and triglycerides (TG). Were
measured at the end of lactation in the mothers and babies to 90 days, as well as
cardiorespiratory parameters were evaluated by direct measurement of blood pressure (BP),
heart rate (HR), and ventilation for full body plethysmography. We measured also the
respiratory rate (FR), tidal volume (VT) and ventilation (VE) during a period of basal and
after hypercapnic mix (7% COZ2) to evaluate the central chemoreflex of potassium cyanide
(KCN (0.04%)) for evaluation of the peripheral chemoreflex and hexamethonium (30 mg/kg)
for evaluation of sympathetic activity. During registration the basal PA, evaluated the
variability of the FC and PA and electrocardiographic parameters electrocardiographic.
Finally, we checked the levels of serum malonaldehyde (MDA). The results are express as
mean £ e.p.m. and non-paired Student's t was use for comparison of groups. The significance
level was set at p 0.05 <. At the end of lactation, DLP rats exhibited Hyperlipidemia
compared to CTL group. In addition, DLP rats showed hyperglycemia at TOTG and TTI. The
DLP offspring showed low birth weight (p < 0.05) compared to CTL group. To 90 days,
glycerides and lipid parameters were similar among the descendants CTL or DLP. In basal
conditions, the rats showed high average PA DLP (CTL: 90 + 5.5 vs. DLP: 121 + 2.9 mmHg),
but without changes in CF, FR, VT and see. In spectral analysis, the mice exhibited increased
LF component DLP (CTL: 4.8 + 0.4 vs. DLP: 9 + 0.9 mmHg2) and LF/HF ratio (0.13 £+ 0.02
vs. CTL: DLP: 0.29 £ 0.007), without changes in HF. With respect to the components of
ECG, the intervals were similar between the groups. During hypercapnia, the DLP group
exhibited greater response in A FR (CTL: 43.5 + 2.8 vs. DLP: 65.4 + 4.6 resp/min) and A VE
(CTL: 710 = 71 vs DLP: 1061 + 130 mL/Kg/min), but without modification in A VT. After
administration of KCN, the mice exhibited pressure responses DLP (CTL: 58.4 = 3.9 vs,
DLP: 86 + 6.3 mm Hg) and ventilation (CTL: 104 + 9.1 vs DLP: 158 £ 14.2 resp/min) and
without changing the answer bradycardic (CTL: 269 + 17.4 vs DLP: 252 + 14.9 bpm). In
addition, the rats had higher BP reduction DLP (CTL: 27 £ 2 vs. DLP: 48 = 4 mmHg) after
the effect of hexamethonium, compared to CTL group. These findings were combine with
high serum levels of MDA (p < 0.05) in the offspring of mice of mothers DLP. The offspring
of male features DLP hypertension in adult life combined with sympathetic hyperactivity and
ventilatory responses and autonomics amplified front of hypoxia and hypercapnia.

Key words: lipid and Glucose Metabolism. Systemic hypertension. Autonomic sympathetic
nervous system. Chemosensitivity. Oxidative stress.
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1 INTRODUCAO

A dislipidemia é uma condicdo clinica caracterizada por alteragdes no metabolismo
lipidico, como elevagdo dos niveis plasméticos de colesterol total (CT), triglicerideos (TG) e
LDL-c associada com uma diminuicdo dos niveis de HDL-c, com valores considerados abaixo
dos niveis de normalidade (ANVISA, 2011: FALUDI et al, 2017). A apresentacdo da
dislipidemia compreende quatro categorias bem definidas como, hipertrigliceridemia isolada
(valores aumentados de TG), hipercolesterolemia isolada (valores aumentados de CT),
hiperlipidemia mista (ambos CT e TG elevados) e diminuicdo isolada do HDL-c ou em
associacdo com aumento de LDL e/lou TG que podem variar de acordo com o perfil
bioquimico individual (FALUDI et al., 2017). Tais alteracbes no perfil lipidico estdo
fortemente  associadas com risco aumentado para 0 desenvolvimento de doencas
cardiovasculares (DCV) e metabdlicas (ECKARDSTEIN; SIBLER, 2011: CATAPANO et
al., 2016).

O consumo de alimentos industrializados esta associado com um aumento de
triglicerideos, em decorréncia das quantidades excessivas de sal, gordura, aglUcar e do elevado
aporte calorico contido nesses alimentos (KANG et al., 2016). Em um estudo brasileiro de
coorte realizado com mais de quatro mil jovens, foi constatado que mais da metade dos
alimentos ingeridos diariamente por esse grupo eram ultra-processados, ressaltando que
jovens do género feminino tiveram maior prevaléncia do consumo desse tipo de alimento
(BIELEMANN et al., 2015).

O periodo gestacional € naturalmente acompanhado por diversas mudancas
fisioldgicas e hormonais, no qual ocorre um aumento considerado benéfico nas concentracdes
plasméticas de lipidios (CT, LDL, HDL e TG) e glicose, garantindo o aporte necessario de
nutrientes para o devido desenvolvimento embriondrio e fetal. No entanto, a presenca
excessiva e continua de alimentos industrializados na dieta materna, pode ocasionar um efeito
amplificador dos niveis de TG séricos, configurando um potencial estado de risco patoldgico
materno-fetal (JIANG etal., 2017).

Neste sentido, a dislipidemia materna constitui um sério problema clinico, visto que
abordagens seguras e eficientes que auxiliem na melhora do perfil lipidico materno sédo
limitadas quanto ao consumo de dieta saudavel e a pratica de atividade fisica e, no entanto,
alguns pacientes ndo respondem positivamente a essas mudancas de estilo de vida.

Eventos adversos experimentados no (tero ou durante o inicio da vida (gestacéo,

lactacdo e primeira infancia) podem afetar o desenvolvimento de sistemas fisiologicos e



aumentar a predisposicdo de hipertensdo arterial sistémica (HAS) e doencas metabodlicas na
vida adulta (JIANG et al., 2017: COSTA-SILVA; ALVES-SIMOES; FERNANDES, 2016).
Por exemplo, estudos prévios tém demonstrado que a obesidade durante a gestacdo e/ou
lactacdo & um importante fator de risco para o desenvolvimento de obesidade, diabetes
mellitus tipo 2 (DMT2) e hipertensdo arterial na prole (BUETTNER; SCHOLMERICH,;
BOLLHEIMER, 2007; VIDAL-SANTOS et al., 2017). Apesar destas consistentes evidéncias,
ainda ndo foi esclarecido se a dislipidemia materna € um fator de risco para o
desenvolvimento de hipertensdo arterial e distlrbios metabdlicos na prole e quais 0s possiveis
mecanismos estariam envolvidos.

Um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento de DCV é a hipertensdo
arterial sisttmica (HAS), presente em um terco da populacdo adulta mundial em 2010, e a
prevaléncia continua a crescer. A HAS caracteriza-se basicamente pela manutencdo dos niveis
pressoricos arteriais elevados >140 mm Hg e >90 mm Hg das pressdes sistolicas e diastolicas,
respectivamente (MILLS et al, 2016). A HAS priméria ou essencial ¢ o tipo mais comum
entre 0s hipertensos, sua origem € multifatorial, sendo de facil diagnéstico, porém de
causalidade pouco compreendida ou de grande complexidade (JELLINGER etal., 2017).

Um ndmero crescente de evidéncias demonstrou que alteracfes metabolicas durante a
gestacdo e/ou lactacdo podem comprometer o funcionamento da placenta, com consequentes
efeitos adversos para o feto, tais como, parto prematuro, mortalidade fetal, anomalias
congénitas e macrossomia (ROBERTS et al., 2009; MYATT; MALOYAN, 2016).

Em parte, esses efeitos podem estar associados a um estado exacerbado de estresse
oxidativo em comparagdo com uma gravidez normal (ROBERTS et al, 2009: ROBERTS et
al, 2011). Como por exemplo, foi revelada a presenca de niveis elevados de radicais livres no
plasma e na placenta de gestantes obesas e dislipidémicas (ROBERTS et al, 2009:
ROBERTS et al.,, 2011).

Estudos previos tém demonstrado que um desequilibrio oxidativo entre os fatores pro-
oxidantes e enzimas antioxidantes, pode ser um fator contribuidor potencial para o
desenvolvimento de hipertensdo arterial e desordens metabdlicas (CHAN; CHAN, 2012: DE
BRITO ALVES et al, 2016). Mecanisticamente tem sido descrito que elevados niveis de
espécies reativas de oxigénio (EROs) podem contribuir para diminuicdo da sensibilidade do
barorreflexo (SINSKI et al, 2009), maior quimiosensibilidade respiratéria (DEL RIO et al.,
2012) e hiperatividade simpatica (CHAN; CHAN, 2012).

A hiperativagdo simpética é caracterizada por um aumento na intensidade e na

frequéncia das despolarizagdes elétricas do nervo simpatico e também por um aumento nos
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niveis plasméaticos de catecolaminas promovendo constricdo dos vasos sanguineos periféricos,
aumento na resisténcia vascular periférica e consequentemente aumento nos niveis basais da
pressao arterial (MALPAS, 1998).

A pressdo arterial pode ser modulada indiretamente através da atividade respiratoria e
a reciproca é evidente, pois ambos possuem grande interacdo por meio de uma rede neural
localizada no sistema nervoso central (SNC), responsavel por receber estimulos, processa-los
e gerar uma resposta adequada (motora somatica ou autonbmica). Os estimulos podem ser
quimicos (captados pelos quimiorreceptores centrais ou periféricos) ou mecanicos
(barorreceptor) (MACHADO; ZOCCAL; MORAES, 2017).

Estudos prévios estudos sobre os efeitos de insultos nutricionais maternos induzidos
em ratos durante sua gestacdo e lactacdo, mostram que os efeitos causados pela dieta materna
sdo capazes de provocar um aumento da sensibilidade quimiorreflexa, hiperatividade
autonbmica simpatica e reducdo no controle barorreflexo, ressaltando que essas mudancas
estariam envolvidas na génese da hipertensdo arterial (BARROS et al, 2015: DE BRITO
ALVES etal., 2015: VIDAL-SANTOS etal., 2017).

Apesar destes resultados, ainda ndo foi demonstrado se a dislipidemia materna poderia
alterar a quimiossensibilidade ventilatoria, a funcdo barorreflexo e contribuir para
hiperatividade simpatica e desenvolvimento de hipertensdo arterial na prole de ratos. Assim,
diante das evidéncias apresentadas, o0 presente estudo testou a hipdtese de que ratos
provenientes de mées dislipidémicas durante a gestacdo e lactacdo desenvolvem hipertensao
decorrente de hiperatividade simpatica e respiratdria e maior sensibilidade de
quimiorreceptores ventilatorios.

Desta forma objetivou-se investigar os efeitos da dislipidemia durante a gestacdo e
lactacdo sobre os niveis de pressdo arterial, mecanismos de controle cardiorrespiratorios e
parametros metabolicos na prole de machos.

Assim como alguns objetivos especificos também foram planejados: Avaliar em ratas
submetidas ao ambiente dislipidémico: o0 ganho de peso e consumo alimentar durante a
gestacdo e lactacdo e, o perfil bioquimico ao final da gestacdo. Como também na prole de
ratos jovens (30 dias) e adultos (90 dias) provenientes de mdes submetidas ao ambiente
dislipidémico durante gestacdo e lactacdo: estudar o padrdo respiratorio em condicGes basais;
avaliar a resposta dos quimiorreceptores respiratorios apds a exposicdo a hipercapnia (mistura
gasosa com 7 % de CO2); a pressdo arterial em ndo anestesiados; avaliar indiretamente e
farmacologicamente a funcdo autonbmica simpdtica; investigar a sensibilidade dos

quimiorreceptores periféricos; avaliar o perfil bioquimico.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 FUNCOES BIOLOGICAS DOS LIPIDIOS E LIPOPROTEINAS PLASMATICAS

Os lipidios biologicos constituem um grupo de substancias insoliveis em &gua,
encontrados em diversos estados fisico (Gleos, gorduras e ceras por exemplo) na natureza, e
devido a suas propriedades bioquimicas participam de inimeras funcGes metabdlicas no
organismo humano tais como, transporte de substancias, precursores de hormbénios e
estruturas celulares, fornecendo energia para a execucdo de processos metabolicos,
armazenamento de substancias dentre outras (GUYTON; HALL, 2012).

O metabolismo de alguns lipidios plasmaticos tem sido alvo de inimeros estudos, com
destaque para as lipoproteinas de baixa densidade (LDL) que sdo encarregadas do transporte
de colesterol hepatico para os oOrgdos periféricos, e as lipoproteinas de alta densidade (HDL)
que fazem o transporte reverso, pelo qual o colesterol é metabolizado no figado (FALUDI et
al., 2017).

O colesterol, por sua vez, € precursor de hormdnios como o cortisol, testosterona,
progesterona, vitamina D e outros, além de conferir propriedades fisico-quimicas cruciais para
0 adequado funcionamento das membranas celulares. De fato, o papel do colesterol para os
processos vitais do organismo € tdo importante que a maior parte deste é sintetizado pelo
proprio individuo. Enquanto que o triglicerideo, é um lipidio com grande potencial energético
em sua estrutura quimica, podendo ser armazenado no interior dos adipdcitos, garantindo uma
reserva energética consideravel para uso futuro (GUYTON; HALL, 2012).

Como ja mencionado, os lipidios séricos sdo essenciais para a realizacdo de alguns
processos fisioldgicos, no entanto, quantidades demasiadas desses estdo associadas com o
surgimento de eventos inflamatdrios, como estresse oxidativo, doenca aterosclerdtica e
cardiovasculares, todos deletérios a salde, e essas alteragbes do perfil lipidico tambem
caracterizam as dislipidemias (FALUDI et al., 2017).

2.2 DISLIPIDEMIA, ALIMENTOS PROCESSADOS E SEU IMPACTO PARA A
SAUDE

A etiologia da dislipidemia envolve duas causas principais: as primarias, gque Ss&o
aquelas em que o distarbio lipidico é determinado por fatores genéticos, e as secundarias que

podem ser decorrentes do estilo de vida, como por exemplo, a ingestdo habitual de uma dieta
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desequilibrada (FALUDI et al., 2017). Uma revisdo sistematica sul coreana demostrou que 0
consumo excessivo de sodio dietético pelos coreanos confirma uma relacdo direta com o
aumento da concentracdo de triglicerideos plasmaticos e niveis mais baixos de HDL-c, sendo
este ultimo atribuido ao consumo elevado de bebidas agucaradas (KANG et al., 2016).

Em outro estudo de revisdo, constatou-se que a ingestdo de alimentos tipo fast foods
por individuos jovens estava associado com uma maior propensdo para o desenvolvimento de
dislipidemias. Ainda foi demonstrado que ap6s uma refeicdo com fast foods, individuos
apresentaram maiores concentragdes de lipemia pds-prandial e de peroxidacdo lipidica
quando comparados a individuos que tinham ingerido uma refeicdo saudavel/equilibrada
(BAHADORAM; MIRMIRAN; AZIZI, 2015).

Outros estudos demostram ainda uma relagdo entre o consumo de alimentos
ultraprocessados e hipercolesterolemia em criangas brasileiras (ROUBER et al, 2015) e a
prevaléncia de sobrepeso e obesidade em universitarios espanhois (MENDONCA et al.,
2016), que é um fator de risco relevante para o desenvolvimento de dislipidemias (FALUDI et
al., 2017). A partir desses recentes estudos, é possivel constatar como o consumo de alimentos
com altos teores de agUcares, gorduras saturados e densamente cal6ricos, podem ter impacto

direto no desenvolvimento de dislipidemias e doencas associadas.

2.3 GESTACAO E DISLIPIDEMIA MATERNA

A gestacdo humana tem inicio com a fecundacdo do Owulo pelo espermatozoide e
posterior implantacdo da parede uterina (GUYTON; HALL, 2012). O periodo gestacional é
marcado por varias mudancas metabolicas, fisiologicas e comportamentais materna. Durante a
gravidez, a mde demonstra aumento do apetite (hiperfagia), além de aumento dos estoques de
gordura (lipogénese) seguido de dislipidemia e hiperglicemia, contribuindo em conjunto para
tornar o plasma sanguineo mais nutritivo, favorecendo o suporte nutricional ao feto através da
barreira placentaria (HERRERA, 2002).

Essas alteragbes maternas sdo determinadas pelo aumento da secrecdo de
catecolaminas, de insulina circulante (hiperinsulinemia), da expressao de RNAm da lipase
lipoproteica, pela liberacdo de uma variedade de hormbénios, como o0 estrogeno e ainda pelo
comportamento hiperfdgico materno. Esse estado de maior anabolismo (reagdes bioquimicas
de formacdo) no tecido adiposo é mantido no inicio da gestacdo porém um estado catabolico

(reacOes bioquimicas de quebra) é sobreposto ao final da gestacdo coincidindo com o periodo
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de maior crescimento fetal Esse estado dislipidémico e hiperglicémico gestacional é
importante para garantir o desenvolvimento fetal (HERRERA, 2002).

A dislipidemia gestacional, ocasionada por niveis muito elevados de lipidios
plasmaticos, pode aumentar em até quatro vezes mais do que os niveis detectados no estado
pré-gravidico em mulheres. Sdo concentracbes lipidicas séricas consideradas acima dos
valores saudaveis estabelecidos para a gestacdo, e além do tratamento limitado, devido ao uso
restrito de farmacos hipolipemiantes, com relatos de teratogenicidade, as poucas opcOes de
tratamento, como o aconselhamento dietético e a pratica de atividade fisica, ainda ndo tem
demonstrado efeitos consistentes nem uma forte adesdo (FALUDI etal., 2017).

Uma meta andlise publicada recentemente mostrou que elevados niveis de LDL,
colesterol total, triglicerideos e menor concentracdo de HDL tém uma associacdo direta com
maior risco de prematuridade (menos que 37 semanas de gestacdo), sabendo-se que o parto
prematuro é a segunda maior causa de morte em criangas menores de 5 anos de idade (JIANG
et al, 2017). Em outro estudo foi possivel verificar resultados semelhantes, no qual ratas
gestantes que consumiram dieta hipercolesterolémica durante a gestacdo apresentaram quatro
vezes mais incidéncia de abortos, aumento de mortalidade neonatal e menor tamanho dos
filhotes ao nascimento em comparacdo a um grupo que consumiu dieta padrdo de laboratdrio
(DE ASSIS; SEGURO; HELOU, 2003).

Outras complicacdes decorrentes da dislipidemia materna sdo descritas como, diabetes
mellitus gestacional (DMG) (FALUDI et al.,, 2017), microssomia fetal (JIANG et al., 2017) e
inicio do processo aterosclerédtico que pode surgir na fase adulta (DO NASCIMENTO et al.,
2016). Além disso, também foi relatada uma correlacdo entre dislipidemia gestacional e
estresse oxidativo (SEE-LING; SIRAJUDEEN; HAMID, 2013), podendo representar uma
potencial ameaca a salde materno-fetal.

2.4 EFEITOS DE INSULTOS NUTRICIONAIS MATERNOS SOBRE A PROLE

Alguns achados tém revelado que o estilo de vida materno inadequado pode
influenciar em alteracBes metabdlicas e fisioldgicas nos descendentes, tornando-os mais
propensos ao desenvolvimento de doencas cronicas ndo transmissiveis (DCNT) como
hipertensdo  arterial sisttmica (HAS) e obesidade (COSTA-SILVA; ALVES-SIMOES;
FERNANDES, 2016).

O periodo que compreende o desenvolvimento fetal e inicio da infancia (perinatal) é

dito como critico, onde a interagdo entre fatores ambientais adversos e a conformacdo fetal
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pode resultar no desencadeamento de mecanismos adaptativos que garantem melhores
chances de sobrevivéncia a curto prazo, porém a longo prazo, podem desencadear distdrbios e
mudancas fisioldgicas que impactam diretamente na salde (ZOCCAL et al., 2008; DE
BRITO ALVES etal., 2014).

Recentemente, foi demostrado que a prole de ratas que consumiram dieta hiperlipidica
durante a gestacdo apresentou distdrbios no metabolismo glicidico, lipidico e hipertensdo
arterial aos 60 dias de idade (VIDAL-SANTOS et al, 2017). Outros estudos tambem
demostraram os efeitos de insultos nutricionais maternos, como a hipercolesterolemia materna
(DE ASSIS; SEGURO; HELOU, 2003) e a desnutricdo proteica materna (DE BRITO ALVES
et al, 2014), ambos resultando no desenvolvimento de doencas metabolicas ou DCNT na
prole.

Tem sido demonstrado que micronutrientes também participam de mudancas
fenotipicas na prole. Como observado quando ratas no periodo periconcepcional consumiram
dietas restritas em vitaminas do complexo B (destaque para o folato) e metionina, suas proles
de ratos machos desenvolveram resisténcia a insulina e maior pressdo sanguinea. Ja& quando a
vitamina B12 e folato foram restritos durante a gestacdo e lactacdo, resultaram em filhotes
com baixo peso ao nascer, esteatose hepatica e hipertrofia do miocardio. Também foi
realizado um experimento onde ratas foram expostas a alcool durante o periodo pré-natal,
sendo constatado resisténcia a insulina em seus descendentes (LEE, 2015). Esses dados

ressaltam a importancia da nutricdo durante o periodo perinatal.

25 CONTROLE NEURAL DO SISTEMA CARDIO-RESPIRATORIO E
HIPERTENSAO ARTERIAL

O coragdo é um 6rgdo muscular, dividido basicamente em quatro cadmaras, um atrio e
um ventriculo do lado direito, e igualmente visto no lado esquerdo. O lado direito bombeia
sangue para a circulagdo pulmonar, ja as cdmaras do lado esquerdo fazem o sangue percorrer
a circulagdo sisttmica ou grande circulagcdo. As camaras contraem (sistole) e relaxam
(didstole) de forma ritmica e alternada, em concordancia para a realizacdo eficaz do
impulsionamento do sangue (GUYTON; HALL, 2012).

Apesar dos batimentos do coracdo ser independentes do organismo, ele é regulado
pelo sistema nervoso central autbnomo (SNCA), que é dividido em simpatico ou
parassimpatico. Como exemplo, pode-se dizer que, diante de uma ameaca iminente ha

aumento de frequéncia e de forca cardiaca que é causada pela acdo do componente simpatico,
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ou o contrario pode acontecer quando se acaba de realizar uma refeicdo e o parassimpatico
age facilitando os processos digestdrios e diminuindo a frequéncia cardiaca (FC) (GUYTON;
HALL, 2012).

Alem do coragdo, o sistema circulatorio também é composto por vasos sanguineos,
classificados em arteriais, que sdo responsaveis pelo transporte e suprimento de oxigénio para
os diversos 0rgdos e tecidos, e venosos cuja funcdo de destaque é de ajudar na eliminacdo de
metabolitos resultantes de reacdes bioquimicas celulares, e que em conjunto funcionam como
verdadeiras vias de transporte sanguineo, nutrientes, células e varios outros compostos por
todo o organismo. O sistema circulatorio (arterial) € extremamente dindmico e versatil, no
gual o sangue quando percorre 0s vasos encontra naturalmente uma resisténcia imposta pelo
préprio atrito e a pressdo oposta pelas paredes dos vasos, por isSo 0 coracdo precisa contrair
aumentando a pressdo a ponto de superar a resisténcia, para que assim o sangue possa fluir
normalmente (GUYTON; HALL, 2012).

Alem disso, outras variaveis estdo envolvidas diretamente na pressdo arterial, sendo
basicamente a resisténcia vascular representada principalmente pelo diametro das artérias
(que pode se contrair ou relaxar), viscosidade e volume sanguineo e a frequéncia e forca
cardiaca (GUYTON; HALL, 2012).

O sistema respiratorio € composto basicamente por vias aéreas (fossas nasais, faringe,
laringe, e traguéia), pulmbes (direito e esquerdo) e musculos respiratérios. O principal
misculo é o diafragma, responsavel pela inspiracdo, que ao se contrair, diminui a pressdo
intrapulmonar e assim o ar externo adentra-o. Durante a expiracdo ocorre 0 contrario, 0
diafragma relaxa, aumentando a pressdo intrapulmonar em relagdo ao meio exterior fazendo
com que o ar seja expulso ou exalado. Essa mobilizacdo de ar garante maior oxigenacdo para
0 corpo durante a inspiracdo e menor quantidade de dioxido de carbono (CO3) no organismo
(GUYTON; HALL, 2012).

O sistema cardiovascular, SNCA e respiratorio estdo acoplados de tal forma que é
possivel alterar a pressdo arterial através da respiracdo, assim como a reciproca também é
verdadeira. A regulacdo do sistema integrado cardiorrespiratorio pode-se dizer didaticamente
gue é iniciado pelos barorreceptores e quimiorreceptores. Os barorreceptores sdo grupamentos
celulares especializados em detectar variacdo de pressdo mecanica ou estiramento do vaso, ja
0s quimiorreceptores sdo formados por células capazes de detectar variacbes dos niveis de O,
e CO,. Esses receptores estdo localizados principalmente no arco aortico (barorreceptores e
quimiorreceptores  periféricos, sensiveis principalmente aos niveis de 0Oj), proximo a

bifurcacdo carotidea (barorreceptores e quimiorreceptores periféricos) e no tronco encefalico
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(quimiorreceptor central, detectam principalmente niveis de CO,) (GUYTON; HALL, 2012;
MACHADO; ZOCCAL; MORAES, 2017).

Esses receptores comunicam com o nucleo do trato solitario (NTS) localizado na
regido dorsal do bulbo, através de sinapses dos nervos vago e glossofaringeo. Além do NTS,
h4 outros grupamentos de neurdnios em nivel do tronco encefdlico importantes para a
regulacdo desse sistema, como o RVLM (grupo rostral ventrolateral da medula) o principal
grupo gerador de atividade simpatica, assim como o0 nicleo ambiguo (NA) responsavel por
gerar atividade parassimpatica e a coluna respiratdria ventral (CRV), onde inicia-se a
atividade respiratoria (ZOCCAL etal., 2014).

Depois que o NTS integra a mensagem vinda dos receptores, 0s neurbnios e
grupamentos neuronais pontinos e bulbares, como por exemplo 0 RVLM, CRV e NA, irdo
processar e gerar uma resposta que pode ser executada pelo coragdo, vasos sanguineos ou
mUsculos respiratorios (efetores). Por exemplo, na condicdo de hipdxia o quimiorreceptor
periférico é ativado enviando uma mensagem para 0 NTS que por sua vez ativa 0 NA, 0
RVLM e o CRV gerando como resposta final uma bradicardia, um aumento da pressao
arterial (devido ao aumento da resisténcia vascular causada por vaso constricdo) e taquipnéia
(MACHADO; ZOCCAL; MORAES, 2017).

Modelos de hipertensdo arterial neurogénica foram demonstrados nos U3ltimos anos.
Alguns sdo atribuidos ao aumento de quimiossensibilidade (DE BRITO ALVES et al., 2014;
MACHADO; ZOCCAL; MORAES, 2017) e disfuncdo do barorreflexo (MEGURO et al.,
1989), e essas alteracbes poderiam estar levando a um aumento de atividade simpatica,
podendo resultar em um estado de pressdo aumentada ou hipertensdo arterial. Ressalta-se
ainda, que fatores ambientais adversos, como dieta materna desequilibrada ou baixos niveis
de oxigénio impostos a animais muito jovens parecem alterar o padrdo respiratério e cardiaco

e se perpetuam até a vida adulta.
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3 METODOLOGIA

Os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com o guia revisado para
0 cuidado e uso de animais de laboratério (BAYNE, 1996). O protocolo experimental foi
submetido e aprovado pelo comité institucional de cuidados e uso de animais (protocolo
CEUA-UFPB 014/2016), Universidade Federal da Paraiba, Brasil.

3.1 Animais e desenho experimental

Dez ratas Wistar fémeas virgens (Rattus norvegicus) foram mantidas em uma sala com
condi¢bes ambientais controladas (22 £ 1 ° C; das 18:00 - 6:00 h no ciclo escuro, e restante do
dia em ciclo claro (12/12 h)). Foi ofertado dieta padrdo de laboratério (52% de carboidratos,
21% de proteina e 4% de lipidios - Purina Agriband, Sdo Paulo, Brasil) e agua filtrada ad
libitum. Aos 90 dias de idade, foi iniciado o periodo de uma semana para adaptacdo dietética
ofertada livremente para ambos os grupos. Entdo, as ratas foram acasaladas em uma gaiola
durante algumas noites (uma fémea para um macho) subsequentes. Apds a confirmacdo da
gravidez (por esfregaco vaginal), foram transferidas para gaiolas individuais.

A dieta controle foi produzida de acordo com o Instituto Americano de Nutricdo
(REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993; DE BRITO ALVES et al, 2015) e a dieta
dietas (Tabela 1) foram consumidas a partir de adaptacéo até o final da lactacéo.

Vinte e quatro horas apds o nascimento, a prole foi distribuida aleatoriamente, com
proporcao de oito filhotes (4 machos e 4 fémeas) por lactante, para garantir leite suficiente até
0 desmame. Ao desmamar (dia 22 pdés-natal), a prole fémea e macho foram alojadas
separadamente (quatro por gaiola) com acesso livre a dgua e dieta comercial (padrdo) durante
todo o experimento. Os grupos experimentais CTL e DLP foram formados com dois ratos de
cada ninhada.

Primeiro examinou-se o0 impacto da dislipidemia materna sobre os parametros de
lipidios plasmaticos e do metabolismo glicidico em ratos com 30 dias de vida. Em seguida, 0s
ratos machos foram mantidos com agua e racdo padrdo de laboratério ad libitum até a idade
adulta, onde foram avaliados os parametros bioquimicos (aos 80 dias) e cardiorrespiratorios.

Os descendentes do sexo feminino ndo foram incluidos no presente estudo.
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Tabela 1. Composi¢do nutricional dietética (g/100g)

Nutrientes Dieta Controle Dieta Dislipidémica
Caseina (85 %)* 20 19.86
Amido dextrinizado 13 155
Celulose 5 5
Sacarose 10 6
Amido de milho 39.7 336
Oleo de soja 7 3
Banha de porco 0 6
Gordura vegetal
hidrogenada 0 5
Acido gélico (Sigma) 0 0.5
Colesterol (Sigma) 0 0.5
Colina 0.25 0.25
Metionina 0.3 0.3
Mix de vitaminas 1 1
Mix de minerais 35 35
T-BHQ 0.014 0.014

*A caseina possui 85% de pureza (sendo 85 g de caseina realmente, em cada 100 g)

3.2 Efeitos da dieta dislipidémica durante gestacdo e lactacdo sobre o consumo

alimentar, ganho de peso e perfil bioquimico materno

Do primeiro ao Ultimo dia de gestacdo, foi acompanhado o consumo e 0 ganho de peso
corporal das ratas, ambos foram pesados em balanga digital (modelo AS-1000; Marte),
contando com precisdo de 0,1 gramas. O consumo de racdo foi verificado a partir da diferenca
entre 0 montante ofertado e a sobra do dia seguinte (24 horas). O consumo e peso corporal
diario foram compilados e expressos para o periodo de uma semana. Vinte e quatro horas
apos o desmame, as ratas foram mantidas em jejum por 12 horas (durante a noite), no dia
seguinte foi entdo realizado o teste oral de tolerancia a glicose (TOTG). Apds 24 horas de
recuperacdo, as ratas passaram por mais um jejum de 12 horas, e na manha do dia seguinte foi
realizado o teste de tolerancia a insulina (TTI). Por fim, 48 horas apds o TTI as ratas foram

mais uma vez submetidas a um jejum de 12 horas, sendo eutanasiadas por decapitacéo.
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O TOTG consiste primeiramente em realizar um corte transversal na extremidade
distal da cauda do animal, quase que imediatamente é escoada uma pequena quantidade de
sangue, usada para se fazer a primeira afericdo glicidica. Em seguida foi administrado solucéo
glicosada (2 g / kg) via gavagem e posteriormente foram feitas afericbes em séries, aos 15, 30,
60 e 90 min, utilizando-se 0 mesmo acesso sanguineo.

Para o TTI foi realizado administracdo intraperitoneal de insulina (0,75 Ul / kg de
peso corporal), e em seguida, os niveis de glicose foram mensurados nos tempos 30, 60, 90 e
120 minutos. Todas as medidas de concentragdo de glicose plasmética foram realizadas com
um glicosimetro Accu-Check (Bayer).

As ratas permaneceram em dieta até o dia da eutandsia, onde foi coletada amostras
sanguineas (soro) para a quantificacdo de colesterol total (CT), triglicerideos e HDL com Kits
comerciais (Bioclin, Belo Horizonte, Brasil). As concentragbes de LDL e VLDL foram
calculadas pelo uso de férmulas descritas anteriormente (FRIEDEWALD; LEVY;
FREDRICKSON, 1972; TRAILL, 1973). Amostras de tecido hepético das ratas também
foram coletadas, lavadas em solucdo salina (NaCl, 0,9%) e fixadas em formalina tamponada
(10%) durante 48 horas. Entdo, as amostras foram fatiadas (espessura de 8 pm) em
microtomo. Dez fatias de cada figado foram coradas com Oil Red O (Sigma, EUA) durante 10
minutos. Em seguida foram examinadas em microscépio de luz (4x e 20x) e foram
fotografadas imagens representativas de cada grupo (MEHLEM et al, 2013). Outras dez
fatias foram obtidas de cada figado, coradas com hematoxilina-eosina (H & E) e analisadas

sob microscépio de luz comum (Motic BA 200, Kowloon, Hong Kong).

3.3 Avaliacdo de caracteristicas somaticas da prole.

O peso corporal foi medido 24 horas apds o nascimento, e também nos dias 21°, 30°,
60° e 90° ap0Os o nascimento, em balanca digital (model AS-1000; Marte). O comprimento do
corpo foi medido com uma fita métrica, a distancia entre o “nariz ¢ o anus” (naso-anal). Os
dados de peso e comprimento foram usados para determinar o indice de Lee (dividindo-se a
raiz cibica do peso corporal (g) pelo comprimento naso-anal (cm) e multiplicando-se o
resultado por 1000) (DE BRITO ALVES etal.,, 2014).

3.4 Testes de tolerancia a glicose e insulina na prole
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Aos 30 e aos 80 dias de idade, os ratos foram submetidos a um jejum de 8 horas

(noturno) para a realizacdo dos TOTG e TTI, conforme previamente descrito.

3.5 Parametros bioquimicos e de estresse oxidativo dos desce ndentes

Foram realizados com amostras de soro de animais com 30 e 80 dias de nascido. Para
isso 0s descendentes de ambos 0s grupos passaram por jejum (de 8 ou 12 horas, a depender da
idade), em seguida foram anestesiados com cetamina (80 mg / kg) e xilazina (10 mg / kg) e
amostras de sangue (aproximadamente 2 mL) foram coletadas pelo rompimento do plexo
retro-orbital. As mostras foram entdo centrifugadas a 300 g, 25 ° C, durante 15 minutos e 0
soro obtido foi congelado e armazenado (DE BRITO ALVES et al, 2014). Este experimento
foi realizado 48 horas apds os testes de tolerancia a glicose e insulina. As amostras de soro
foram usadas para quantificacdo de CT, HDL, VLDL, LDL, triglicerideos e glicose com Kkits
comerciais (Bioclin, Belo Horizonte, Brasil).

A concentracdo de malonaldeido (MDA), um produto final da peroxidacdo lipidica é
usado como indicador de estresse oxidativo. Neste ensaio, 0 MDA reage com o acido
tiobarbitirico para produzir um complexo vermelho-colorido. Resumidamente, foram
adicionados 400 pL de acido perclorico (7%) a 250 uL de soro plasmatico, misturados e
centrifugados a 600 g, 4 ° C, durante 20 minutos. O sobrenadante foi recolhido, adicionado a
400 pL de acido tiobarbittrico (0,6%), aquecido a 100 °© C durante 1 hora e lido a 532 nm.
Uma curva padrdo de MDA foi construida e os resultados foram expressos como nmol de
MDA / mL (CAVALCANTI et al., 2016).

3.6 Procedimento cirdrgico para registro direto de PA em ratos machos aos 90 dias de
idade.

Ratos (CTL, n = 8; DLP, n = 8) foram anestesiados com cetamina (80 mg / kg) e
xilazina (10 mg / kg) para a insercdo de cateteres de polietileno na artéria e veia femoral. Os
cateteres foram tunelizados e exteriorizados na regido anterior dorsal. Apos o procedimento
cirtrgico, foi administrado um anti-inflamatério (ketoprofeno, 5 mg / kg) por via subcutanea.
Cada rato aguardou em recuperacdo por um periodo de 24 h ap6s a cirurgia, até que 0s
experimentos para obtencdo dos registros de pressdo arterial fossem iniciados (DE BRITO
ALVES et al., 2015). A pressao arterial (PA) e a frequéncia cardiaca (FC) foram aferidas em

animais conscientes, através da conexdo entre o cateter arterial e um transdutor de pressdo
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para sinal elétrico, que alimentava um software de computador em plataforma Windows
(LabChart 7 Pro, ADInstruments, Bella Vista, NSW, Australia).

3.7 Medicdes e andlises da pressao arterial e avaliacdo cardiorrespiratoria

A pressdo pulsatil (PAP) foi registrada durante 40-50 min em condicdes basais, e 0s
valores da pressdo arterial sistolica (PAS), pressdo arterial diastolica (PAD), pressdo arterial
média (PAM) e FC foram calculados a partir da sele¢do de um trecho de 10min do registro,
para cada animal. Este mesmo periodo foi utilizado para obtencdo do eletrocardiograma
(ECG) e dos dados usados para a analise espectral.

Quarenta minutos ap6s do registro cardiovascular, as medidas de frequéncia
respiratoria  (FR) foram realizadas usando o método de pletismografica do corpo inteiro
(MALAN, 1973). Onde foi possivel criar uma atmosfera controlada para o animal. Cada rato
foi submetido a curtos periodos (3 min) de confinamento na caixa hermeticamente fechada e
os dados respiratorios foram captados por um transdutor diferencial de pressdo, conectado a
um amplificador de sinal (ML141 Spirometer, PowerLab; ADInstruments).

Depois de registrar os parametros cardiorespiratorio basais, foi feito uma “lavagem”
da camara pletismografica com uma mistura de gas hipercapnico (7% de CO2, 21% de
equilibrio de O2 e N2, Linde Gas), conforme descrito anteriormente pelo nosso grupo de
pesquisa (DE BRITO ALVES et al., 2014).

A FR, o volume corrente (VC) e a ventilagdo minuto (VE) foram determinados na
condicdo de ar ambiente (basal) e ap6s hipercapnia. Um periodo de 10 s foi selecionado para a
determinacdo da FR média. O VC foi calculado utilizando a formula descrita anteriormente
por Malan (MALAN, 1973) e a VE adquirida através do produto FR x VC.

Anélise dos valores de PAM e FC foi realizada durante o fluxo da mistura
hipercapnica. Um periodo de 30 s de PA e FC foi selecionado em 1, 2, 3, 4 e 5 min de fluxo
de gas.

Dez minutos ap6s os estimulos hipercapnicos, o quimiorreflexo periférico foi ativado
através da injecdo intravenosa de cianeto de potassio (KCN, 40 mg / 100 mL por rato, Merck)
de acordo com trabalhos anteriores (DE BRITO ALVES et al, 2015; FRANCHINI;
KRIEGER, 1993). A diferenca entre PAM, FC e FR basais e o pico apreciado apos o estimulo
(AMAP; A HR e ARF) foi avaliado para andlise, respectivamente, componente simpatico,

parassimpatico e respiratorio.
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Por fim, 10 min apo6s a ativacdo do quimiorreflexo periférico, a contribuicdo do ténus
vascular simpéatico para o sistema cardiovascular foi avaliado por meio da administracdo
intravenosa de um bloqueador ganglionar (hexametonio, 30 mg.kg-1, Sigma-Aldrich®, St
Louis, MO, EUA). O tbnus simpatico foi calculado pela diferenca entre 0 PAM apds o
bloqueador e a PAM basal. Todos os dados foram analisados com o uso de software
apropriado (LabChart 7 Pro; ADInstruments) e no final dos experimentos, os animais foram

eutanasiados com uma superdosagem endovenosa de cetamina (0,5 ml).

3.8 Analise do ECG

Os registros de ECG foram processados por software de computador (modulo de
andlise ECG para LabChart Pro; ADInstruments) para deteccdo automéatica das ondas R e
calculo “beat-by-beat” do intervalo RR. Para a detec¢do de ECG foi utilizado 12 ms para a
largura tipica do QRS e para as ondas R, pelo menos, 100 ms de distancia. Para a analise ECG

foi utilizada 70 ms para PR maximo e 90 ms para RT maximo.

3.9 Analise espectral

A avaliacdo autondmica cardiovascular foi realizada utilizando a analise de dominio
de frequéncia do SAP e do intervalo de pulso (PI) por um programa de software apropriado
(CardioSeries-v.2.4; www.danielpenteado.com). Os espectros foram integrados nas bandas
LF (0,2-0,75 Hz) e HF (0,75-3 Hz). Para avaliar o indice simpatovagal, calculou-se a relagdo
LF / HF da variabilidade. Além disso, a sensibilidade barorreflexa espontanea foi calculada

através de um método de sequéncia.

3.10 Analise estatistica

Cada grupo experimental incluiu pelo menos um ou dois animais de cada prole. O
teste de Bartlett foi realizado para avaliar a homogeneidade de dados em parametros
respiratorios e cardiovasculares, e 0s resultados estatisticos apoiaram o uso de testes t de
Student ndo pareado. A andlise estatistica foi realizada com o programa GraphPad Prism 5
para Windows (GraphPad Software®. Inc., La Jolla, CA, EUA). Os valores sdo apresentados
como significativos e os meios de erro padrdo (S.E.M.) e os valores de p <0,05 foram
considerados como estatisticamente significativos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Ingestdo dietética, peso corporal e perfil metabdlico em ratas alimentadas com dieta

dislipidémica durante a gestacdo e lactacéo

Analisando o consumo alimentar e 0 ganho de peso corporal, apesar de reduzida
ingestdo alimentar nas Ultimas duas semanas de lactacdo, ndo houve diferenca no ganho de

peso corporal durante a gestacdo e lactacdo entre as ratas dos grupos CTL e DLP (Figura 1).

C)

£
=

400- 350- .
-+ CTL - CIL E
= DLP & DLP .

23004 cIL DLP

w

o

o
1

Consumo alimentar (g)
> S
(ID o
Peso corporal (g)
N
g
1

o

T T T T T T 150 T T T T T T T
I°sem 2°sem 3°sem 4°sem S°sem  6° sem Pré 1°sem 2°sem 3°sem 4°sem 5°sem 6° sem

Gestagdo Lactagdo Gestagio Lacmcio

Figura 1. Avaliacdo da ingestdo alimentar (A), peso corporal (B) e ganho total de peso corporal (C) em ratas que receberam
uma dieta controle ou dislipidémica durante a gestagdo e lactacdo. Grupos: controle (CTL, n = 5) e grupo dislipidémico
(DLP). Os dados sdo apresentados como médias + erro padrdo da média. *P <0,05 indica diferenca estatistica usando
ANOVA two-way, seguido do teste post hoc de Bonferroni ou do teste t de Student.

Conforme observado na Figura 2, apds o periodo de lactacdo, as ratas DLP
apresentaram niveis sericos significativamente elevados de CT, triglicerideos, VLDL + LDL e
reducdo de HDL quando comparado com as ratas CTL. Observa-se também que os indices
aterogénicos (triglicerideo / HDL, CT / HDL e VLDL + LDL / HDL) foram aumentados nas
maes DLP (P <0,05, Figura 2B).
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Figura 2. Avaliacdo dos niveis séricos de colesterol total, triglicerideos, LDL, e HDL (A) e dos indices aterogénicos
Triglicerideo/HDL, CT/HDL e VLDL+LDL/HDL (B) ao final da lactagdo de ratas que receberam uma dieta controle ou

dislipidémica durante a gestacdo e lactagdo. Grupos: controle (CTL, n = 5) e Grupo dislipidémico (DLP). Os dados sdo

apresentados como médias + erro padrdo da média. *P <0,05 indica diferenca estatistica usando o teste t de Student.

Adicionalmente, realizamos TOTG e TTI para avaliar se a dieta dislipidémica
exerceria algum efeito sobre a homeostase da glicose. Conforme mostrado na Figura 3A,
mdes DLP apresentaram concentracdo elevadas de glicose plasmatica aos 15 (9,7 £ 1,7 vs. 6.2
+ 0.4 mmol / L, P<0.05) e 30 min (9.2 £ 0.8 vs. 6.3 + 0.5mmol / L, P<0,05) no TOTG quando
comparadas com as controles. O grupo DLP, também apresentou maior area sob a curva
(ASC) até os 90 min do TOTG (P<0,05, Figura 3A). Semelhantemente, no TTI o grupo DLP
apresentou maior concentracdo sérica de glicose aos 30 (3,4 £ 0,16 versus 2,2 + 0,21 mmol /
L, P<0,05) e 120 min, (3,12 £ 0,56 versus 1,5 + 0,19 mmol / L, P<0,05) assim como maior
ASC aos 120 min, apo6s o inicio do teste (P<0,05, Figura 3B).

Nossos resultados corroboram com estudos anteriores, os quais relataram que o alto
consumo dietético de gordura, colesterol e aglcar durante a gestacdo (MUSIAL et al.,, 2017;
EL-SAYYAD et al., 2014) ou lactacdo (TSUDUKI et al., 2016) prejudicam o metabolismo de
lipidios e glicose materno.
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Figura 3. Teste oral de tolerancia & glicose (A) e teste de tolerancia & insulina (B) ao final da lactacdo em ratas que
receberam uma dieta controle ou dislipidémica durante a gestacdo e lactacdo Grupos: controle (CTL, n = 5) e Grupo

dislipidémico (DLP). Os dados sdo apresentados como médias + erro padrdo da média. *P <0,05 indica diferenga estatistica
usando o teste t de Student.

Associado ao quadro de dislipidemia e resisténcia a insulina, ratas alimentadas com

dieta dislipidémica apresentaram elevado niveis de lipidio hepético, quando comparado com
as ratas do grupo CTL (Figura 4).
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Figura 4. Avaliacdo histopatoldgica hepética em ratas CTL e DLP ao final da lact¢ao.

Nossos resultados demonstram que ratas alimentadas com uma dieta dislipidémica
durante a gestacdo e lactacdo apresentam altos niveis de CT, triglicerideos, além de elevado
indice de aterogenicidade, comprometimento do metabolismo da glicose e esteatose hepatica

ao desmame. Essas descobertas sugerem que um consumo excessivo de &cidos graxos trans,
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saturados e colesterol durante a gravidez e a lactacdo, pode ser um modelo experimental Ctil

para estudar os efeitos da dislipidemia em ratas genitoras e sua prole.

4.2 Efeitos de curto prazo (30 dias de idade) da dislipidemia materna sob parametros

somaticos e bioquimicos da prole

A Figura 5 mostra as curvas de crescimento somatico, do nascimento (21 dias) até os
90 dias de idade. O peso corporal dos ratos expostos a dislipidemia materna foi menor no
nascimento (5,2 + 0,08 vs. 5,6 = 0,1 g, P <0,05, Figura 5) e no desmame, (39,5 + 0,7 vs. 44,5
+ 0,6 g, P <0,05, Figura 5) quando comparado ao grupo CTL. No entanto, nenhuma diferenca
foi observada no comprimento ou indice de Lee. Do desmame até os 60 dias, 0 peso corporal
foi semelhante entre os grupos. No entanto, aos 90 dias (ratos adultos), os ratos DLP
apresentaram peso corporal significativamente maior (362 + 4,7 vs. 336 £ 4,9 g, P <0,05,
Figura 5) em comparagdo com os ratos CTL. Apesar das alteracbes no peso corporal,
nenhuma diferenca foi observada no comprimento naso-caudal e indice de Lee. O tecido
adiposo corporal ndo foi mensurado, ndo sendo possivel, afirmar que a prole DLP apresentou
obesidade na idade adulta. Em pesquisas posteriores, serdo feitas investigacdes que ajudem a

elucidar essa lacuna.
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Figura 5. Peso corporal (A), comprimento naso-anal (B) e indice de Lee (C) na prole de ratos machos expostos a
dislipidemia materna durante a gestagdo e lactacdo. Grupos: controle (CTL, n = 20) e grupo dislipidémico (DLP, n=20). Os
dados séo apresentados como médias + erro padrdo da média. *P <0,05 indica diferenca estatistica usando o teste ANOVA

tow-way, seguido do teste post hoc de Bonferroni ou o teste t de Student.

Nossos resultados corroboram com estudos prévios, onde filhotes de maes alimentadas
com dieta ocidentalizada exibiram baixo peso ao nascer e ao desmame (MUSIAL et al., 2017,
EI-SAYYAD et al, 2014). Curiosamente, uma recente meta-andlise de ensaios clinicos
constatou que a dislipidemia materna durante a gravidez estava associada a um risco
aumentado de parto prematuro e maior risco de baixo peso ao nascer (JIANG et al., 2017).

O TOTG foi utilizado para verificagdo de possiveis alteragdes no metabolismo da
glicose. O grupo DLP mostrou um aumento da glicemia aos 15 minutos (4,3 = 0,3 vs. 3,5 *
0,19 mmol / L, P <0,05, Fig. 5) e uma tendéncia para uma maior ASC (P = 0,06, Figura 6). Ja

a concentracdo de glicose serica em jejum, foi semelhante entre os grupos (P> 0,05, Figura 7).
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Figura 6. Teste oral de tolerancia a glicose na prole de ratos machos aos 30 dias de vida de mdes expostas a dislipidemia
materna durante a gestacdo e lactagdo. Grupos: controle (CTL, n = 8) e grupo dislipidémico (DLP, n=8). Os dados sdo
apresentados como médias + erro padrdo da meédia. *P <0,05 indica diferenca estatistica usando o teste ANOVA two-way,
sequido do teste post hoc de Bonferroni ou o teste t de Student.

O perfil lipidico sérico dos descendentes machos revelou que as concentracdes de CT
e VLDL foram maiores no grupo DLP (P <0,05, Figura 7). As concentracfes de triglicerideos
e colesterol HDL, no entanto, foram semelhantes entre os grupos (Figura 7). Demonstrou-se
em outros estudos que a tolerdncia a glicose prejudicada, associada a altos niveis séricos de
CT, triglicerideos e esteatose hepatica sdo observados em ratos descendentes de ratas
alimentadas com dieta hiperlipidica ou hipercolesterolémica durante a gestacdo ou lactagcdo
(TSUDUKI et al, 2016; SUN et al, 2012). Essas alteracbes podem ocorrer como
consequéncia do alto teor de colesterol e gordura presente no leite materno (TSUDUKI et al.,
2016).
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Figura 7. Avaliacdo dos niveis séricos de glicose colesterol total (CT), triglicerideos, VLDL, e HDL na prole de ratos
machos aos 30 dias de vida de mées expostas a dislipidemia materna durante a gestacdo e lactacdo. Grupos: controle (CTL, n
= 8) e grupo dislipidémico (DLP, n=8). Os dados sdo apresentados como médias + erro padrdo da média. *P <0,05 indica

diferenca estatistica usando o teste ANOVA tow-way, seguido do teste post hoc de Bonferroni ou o teste t de Student.

4.3 Efeitos em longo prazo da dislipidemia materna sobre os parametros bioquimicos e

cardio-respiratdrios na prole de ratos machos

Investigando os efeitos em longo prazo da dislipidemia materna sobre a tolerancia a
glicose e a sensibilidade a insulina (80 dias de nascido), nenhuma diferenca foi encontrada
entre os grupos CTL e DLP (P> 0,05, Figura 8).
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Figura 8. Teste oral de tolerancia a glicose (A) e teste de tolerancia a insulina (B) na prole de ratos machos aos 80 dias de
vida de mées expostas a dislipidemia materna durante a gestacdo e lactacdo. Grupos: controle (CTL, n = 8) e grupo
dislipidémico (DLP, n=8). Os dados sdo apresentados como médias + erro padrdo da média. *P <0,05 indica diferenca

estatistica usando o teste ANOVA tow-way, seguido do teste post hoc de Bonferroni ou o teste t de Student.

De maneira semelhante, os niveis sérios de glicose, CT, triglicerideos, VLDL e HDL
foram semelhantes entre os grupos CTL e DLP (P>0,05, Figura 9).
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Figura 9. Avaliacdo dos niveis séricos de glicose colesterol total (CT), triglicerideos, VLDL, e HDL na prole de ratos
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diferenca estatistica usando o teste ANOVA tow-way, seguido do teste post hoc de Bonferroni ou o teste t de Student.

A figura 10 mostra um tracado representativo do registro de pressdo arterial pulsatil
(PAP), PAM e FC de ratos dos grupos CTL e DLP.
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Figura 10. Registro representativo da PAP, PAM e FC de ratos CTL e DLP.

Apobs analise de registros de pressdo arterial na prole de ratos machos aos 90 dias de
vida, observou-se que o grupo DLP exibiu aumento em PAS, PAD e PAM em comparagio ao
CTL (P <0,05; Tabela 2), caracterizando-os estatisticamente como hipertenso. N0sSs0sS
resultados foram semelhantes ao de outro estudo, o qual utilizou uma dieta materna
hiperlipidica como modelo experimental (VIDAL-SANTOS etal., 2017).
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No entanto, outro estudo, o qual induziu hipercolesterolemia em ratas durante a
gestacdo, observou-se que seus descendentes ndo desenvolveram hipertensdo aos 90 dias de
idade (DE ASSIS; SEGURO; HELOU, 2013). Porém, é digno de nota que a pressdo arterial
foi medida em ratos anestesiados, limitando a comparagcdo com os resultados aqui descritos.

A hipertensdo arterial observada em nosso estudo ndo foi associada a taquicardia,
como evidenciado pela FC basal entre os grupos CTL e DLP (P> 0,05, Tabela 2). A analise
espectral feita a partir de registros de pressao arterial basal demonstrou que a faixa LF da PAS
e arelacdo LF / HF do PI foram aumentadas no grupo DLP (P <0,05; Tabela 2).

Em relacdo a sensibilidade barorreflexa espontanea, ambos os ratos CTL e DLP
apresentaram ganho barorreflexo semelhante (P> 0,05, Tabela 2). Foi relatado em um estudo,
que uma disfuncdo barorreflexa poderia levar a uma hiperatividade simpatica e subsequente
desenvolvimento de hipertensdo (MEGURO et al., 1989). Porém, aqui ndo foi encontrada
diferenca entre os grupos, sugerindo que o controle barorreflexo, pelo menos dentro da faixa
estreita das variagOes fisiologicas da pressdo arterial, ndo é alterado em ratos adultos expostos
a dislipidemia materna. Medidas de ECG analisadas, tais como os intervalos RR, PR, QRS e
QT e a duragdo da onda P, ndo apresentaram diferenca entre os ratos do grupo CTL e DLP
(P> 0,05, Tabela 2).
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Tabela 2. Pardmetros basais de pressdo cardiaca, analise espectral e ECG

Prole de ratos machos

Parametros cardiovasculares Grupo CTL Grupo DLP
PAS (mmHg) 127473 155+5*
PAD (mmHg) 7427 103+1.8*
PAM (mmHg) 90455 121+2.9*

FC (bpm) 361+14 346+16
Analise Espectral
LF (mmHg®) 4.8+0.4 9.0+0.9*
HF (mmHg*) 5.9+1.3 3.0£0.4
LF/HF 0.13+0.02 0.29+0.007*
BRS (ms/mmHg) 1.18+0.14 1.21+0.10
Anélise do ECG
Interval RR (s) 0.165+0.003 0.171+0.014
Intervalo PR (s) 0.049+0.002 0.047+0.001
Duracéo da ondaP (s) 0.031+0.002 0.028+0.001
Intervalo QRS (s) 0.033+0.002 0.034+0.002
Intervalo QT (s) 0.085+0.004 0.083+0.006

BRS: Barorreflexo espontaneo

Para testar a hipotese que o tbnus simpatico estaria aumentado em ratos DLP aos 90
dias, ndés avaliamos as alteracbes na PAM (AMAP) apo6s a administragdo de um farmaco
bloqueador ganglionar (hexameténio) em ambos os grupos. Apds o bloqueio, os ratos DLP

mostraram aumento AMAP (P <0,05; Figura 11) quando comparado com ratos CTL.
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Figura 11. Tracados representativos da pressdo arterial pulsatil (PAP) e presséo arterial média (M AP) ap6s hexameténio (A)
e do delta de PAM na prole de ratos machos aos 90 dias de vida de méaes expostas a dislipidemia materna durante a gestacao
e lactagdo. Grupos: controle (CTL, n = 8) e grupo dislipidémico (DLP, n=8). Os dados séo apresentados como médias * erro
padrdo da média. *P <0,05 indica diferenca estatistica usando o teste ANOVA two-way, seguido do teste post hoc de

Bonferroni ou o teste t de Student.
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Juntos, nossos resultados sustentam a hipotese de que a hipertensdo arterial observada
em ratos machos expostos a dislipidemia materna durante o periodo perinatal, esta associada a
hiperatividade simpatica. E interessante notar que o aumento em LF, no indice de LF / HF e a
grande variacdo da PAM apos a infusdo de hexametonio, sdo observados em ratos (BARROS
et al., 2015) e na fase inicial de hipertensdo em homens (CARTHY, 2014). E bem aceito que a
disfuncdo autondmica, verificada quando ha excesso de tbnus simpéatico e retirada vagal,
alteram a reatividade vascular, contribuindo para o desenvolvimento de hipertensdo, tanto em
modelos experimentais quanto clinicos (ZOCCAL et al, 2008; SIMMS et al., 2009; DE
BRITO ALVES et al, 2015; GRASSI, 1998). Para melhor entendimento dos possiveis
mecanismos  subjacentes a hiperatividade simpatica observada, investigamos potenciais
alteracOes ventilatorias e de quimiossensibilidade em nosso modelo.

A figura 12 mostra um tracado representativo da frequéncia respiratoria em condicGes

basais e apds exposicdo a hipercapnia de ratos CTL e DLP aos 90 dias de vida.

Grupg CTL Gl‘llpO DLP
7% CO2 T% COy
Condig&o basal l Hipercapnia Condi¢éo basal 1 Hipercapnia

Inspiracao
nspiragéo

T oo VAL 5 T (s AR

Figura 12. Tragado respiratorio representativo em condicfes basais e apds exposicdo a hipercapnia em ratos machos CTL e
DLP aos 90 dias de vida.

Em condi¢Oes basais, os valores de FR, VC e VE foram semelhantes entre os grupos
CTL e DLP (P> 0,05; Figura 13 A-C). A hipercapnia (CO2 7%) produziu um aumento nos
valores de FR, VC e VE nos grupos CTL e DLP. Em comparacdo com os descendentes das
ratas CTL, os ratos DLP apresentaram variaces mais altas de AFR e AVE, mas nenhuma
diferenca nos valores de AVT (Figura 13 D-F) ap6s a hipercapnia. Além disso, durante os 5
min de infusdo de gas hipercapnico, a PAM (Figura 13G) foi aumentada no grupo DLP
quando comparado com o grupo CTL, mas nenhuma diferenca na FC foi observada (Figura
13 H).

O inicio da vida é considerado um periodo critico relevante para os ajustes no controle
quimiossensorial da respiracdo. Neste periodo, a rede neural respiratoria ainda € imatura e
incapaz de montar uma defesa efetiva contra os desafios respiratorios ambientais (BAVIS;
MACFARLAME, 2017).
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Uma série de fatores ambientais como estresse ou 0 nivel de oxigénio experimentados
no inicio da vida, pode provocar a curto ou em longo prazo, plasticidade do desenvolvimento
no sistema de controle respiratdrio, 0 que por sua vez pode se expressar por meio de
mudangas na ventilagdo pulmonar ou na ventilagdo frente a estimulos hipoxicos ou
hipercapnicos (HILL; GRANDGEORGE; BAVIS, 2013; BAVIS; MACFARLAME, 2017).

Nosso grupo de pesquisa demonstrou que 0s insultos nutricionais durante a gestacdo e
a lactacdo podem impactar sobre o desenvolvimento do fendtipo respiratorio, podendo causar
alteracBes na ventilagdo basal e na resposta ventilatoria a hipercapnia (DE BRITO ALVES et
al, 2014). Aqui, demonstramos que as respostas reflexas ventilatorias e cardiovasculares a
hipercapnia foram significativamente maiores em ratos machos expostos a dislipidemia
durante a gestacdo e lactacéao.

Analisando a quimiossensibilidade periférica, demonstramos que ativagdo de
quimiorreceptores periféricos produziu respostas pressoricas, bradicardia e taquipnéia em
ambos os grupos (Figura 14A). Interessantemente, a resposta da PAM (P <0,05; Figura 14B)
e FR (P <0,05; Figura 14C) foram significativamente maiores no grupo DLP em comparacao
ao grupo CTL. Em contraste, a magnitude da diminuicdo da FC mostrou tendéncia para
reducdo nos ratos DLP (P = 0,05, Figura 14 D). Juntos, esses resultados sugerem que a prole

DLP apresentou maior sensibilizacdo de quimiorreceptores cardiorrespiratorios.
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Figura 13. Frequéncia respiratoria (A), volume corrente (B), ventilagdo minuto (C) em repouso e ap6s hipercapnia (D, E e
F). Durante os cinco minutos de hipercapnia, os valores de PAM e FC foram registrados na prole de ratos machos aos 90 dias
de vida de maes expostas a dislipidemia materna durante a gestagdo e lactacdo. Grupos: controle (CTL, n = 8) e grupo
dislipidémico (DLP, n=8). Os dados sdo apresentados como médias + erro padrdo da média. *P <0,05 indica diferenca

estatistica usando o teste ANOVA tow-way, seguido do teste post hoc de Bonferroni ou o teste t de Student.
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Figura 14. Registro representativo da pressdo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) durante a ativagdo do
quimiorreflexo periférico (A) e avaliagdo da variagdo de PAM (B), FC (C) e FR (D) na prole de ratos machos aos 90 dias de
vida de mées expostas a dislipidemia materna durante a gestagdo e lactacdo. Grupos: controle (CTL, n = 8) e grupo
dislipidémico (DLP, n=8). Os dados sdo apresentados como médias + erro padrdo da média. *P <0,05 indica diferenca

estatistica usando o teste ANOVA tow-way, seguido do teste post hoc de Bonferroni ou o teste t de Student.

Estudos clinicos e experimentais mostraram que niveis elevados de marcadores
inflamatorios e de espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo encontrados no plasma e placenta
de mulheres gravidas com transtornos metabdlicos ou obesidade (ZAMBRANO et al., 2016),
podendo prejudicar o funcionamento da placenta e induzir efeitos adversos ao feto
(ROBERTS et al., 2011; MYATT; MALOYAN, 2016).

Um estudo recente mostrou que a inflamacdo altera os padrbes da respiragdo e
aumenta a resposta ventilatéria ao CO, (FORSBERG et al, 2016). Curiosamente,
Samarasinghe e colegas demonstraram que as respostas ventilatorias a hipoxia e a hipercapnia
foram intensificadas em descendentes de ratos expostos a inflamacdo pré-natal nos Ualtimos
dias de gestacdo (SAMARASINGHE et al., 2015).

Em adicdo, prévios estudos apontam que 0 estresse oxidativo aumenta a sensibilidade
quimiorreflexa em ratos expostos a hipdxia intermitente cronica (MORGAN et al., 2016).
Nesse contexto, verificamos se elevados niveis de MDA (um biomarcador usado para avaliar
0 estresse oxidativo) poderia estar associado com os distlrbios cardiorrespiratorios e de
quimiossensibilidade observados em nosso trabalho. Para nossa surpresa, os niveis sericos de
MDA foram aumentados aos 30 e 90 dias de vida em ratos expostos a dislipidemia durante a
gestacdo e lactacdo (Figura 15).
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Figura 15. Concentragdes séricas de MDA aos 30 dias (A) e 90 dias de vida (B) na prole de ratos machos de mées expostas a
dislipidemia materna durante a gestacdo e lactagdo. Grupos: controle (CTL, n = 8) e grupo dislipidémico (DLP, n=8). Os
dados séo apresentados como médias + erro padrdo da média. *P <0,05 indica diferenca estatistica usando o teste ANOVA
tow-way, seguido do teste post hoc de Bonferroni ou o teste t de Student

5 CONCLUSAO

Este trabalho demonstrou que o ambiente materno dislipidémico contribui para
desenvolvimento de hipertensdo arterial na prole de ratos adultos, tendo como provavel causa
a hiperatividade simpatica decorrente do aumento de quimiossensibilidade central e periférica.
Aléem disso, alteragdes metabdlicas glicidicas e lipidicas séricas foram encontradas nos ratos
aos 30 dias de idade, as quais ndo mantiveram-se na fase adulta, no entanto, € interessante
notar que o nivel de malonaldeido sérico se manteve elevado na prole DLP, tanto aos 30
guanto aos 90 dias de vida. Esses achados sdo de grande valia para a busca do entendimento
das consequéncias da dislipidemia materna sobre o0s parametros cardiovasculares e
metabdlicos na prole e na mae.

Mais evidéncias sdo relevantes para consolidar o conhecimento acerca do modelo de
hipertensdo estudado. Neste sentido, pretendemos continuar nossas investigacdes voltadas
para outros 6rgdos que participam do controle da pressdo arterial, como o barorreceptor
(utilizando-se metodologias de maior acuracia) e outros marcadores bioquimicos de estresse
oxidativo, que pode estar envolvido em alteracOes fisiologicas do sistema cardiorrespiratorio.
Além disso, investigaremos 0s parametros cardiorrespiratorios e metabdlicos na prole fémea,

pois ndo é sabido se ha influéncia de dimorfismo de género neste modelo.
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