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RESUMO

Dieta hiperlipidica no periodo perinatal induz disautonomia na prole adulta.
Robervan Vidal dos Santos. Sao Cristovao/2013. Um suporte nutricional adequado é
importante para garantir o desenvolvimento normal dos fetos. Alteracdes nutricionais
durante o periodo perinatal podem levar a alteracdes funcionais e estruturais em varios
orgdos da prole. O objetivo do estudo foi investigar o impacto de uma dieta
hiperlipidica durante a gestacdo e a lactacdo na antropometria, sistema nervoso
autondomico (SNA) e, cardiovascular e parametros bioquimicos da prole. Foram
utilizadas 12 ratas (220 — 250 g) com 2 a 3 meses da linhagem Wistar. A partir da
determinagdo da prenhez foi oferecida uma dieta hiperlipidica ou controle até o
desmame dos filhotes. Os dados antropométricos da prole foram aferidos semanalmente
a partir da 1* semana pds-natal até a 14* semana. Com 60 dias de vida, os ratos da prole
hiperlipidica (PH, n = 6), ou controle (PC, n = 6), foram submetidos a processo
cirirgico para introducdo de uma canula na artéria femoral, para a mensuracdo da
frequéncia cardiaca (FC), pressdo arterial média (PAM), sistdlica (PAS) e diastdlica
(PAD) e sensibilidade espontanea do barorreflexo (BRS). Para investigar o controle
autondmico, foram estabelecidas as bandas alta frequéncia (HF) e baixa frequéncia (LF)
do intervalo de pulso (IP) e a banda LF da pressao arterial sistélica (PAS). A avaliacdo
bioquimica foi realizada em periodos distintos aos 30, 60 e 90 dias de vida, através da
metodologia dos kits da DOLES. A PH apresentou maior peso corporal a partir da 5°
semana pos natal ( 53 = 1 vs 50 = 1 g, p<0.05). A PAM foi maior quando comparado
com a PC (135 £ 2 vs 103+ 1 mmHg, p<0,05), PAS (160 + 3 vs 128 + 4 mmHg,
p<0,05), PAD (111 £ 2 vs 91 + 2 mmHg, p<0,05) e a FC (417 £+ 23 vs 352 + 8 bpm,
p<0,05), quando comparados com o grupo PC. Apds andlise espectral do IP e PAS, a
banda LF da PAS (6,19 + 0.84 vs 2,29 + 0,56 mmng, p<0,05) e a relacao LF/HF do IP
(0,71 £ 0,22 vs 0,14 £ 0,016 p<0,05) foi maior na PH sob condi¢des espontineas. A PH
apresentou elevacdo nos niveis plasmaéticos da glicemia a partir 30° dia de vida (116,2+
1 vs 97,3 £ 3 mg/dL, p<0,05) e na lipoproteina de baixa densidade (LDL-C) (45 £ 7 vs
28 + 4 mg/dL, p<0,05) quando comparado com o controle. A partir do dia 60° dia de
vida a PH aumentou os niveis séricos de triacilglicerol (TAG) (64,6 £ 2 vs 49 + 1
mg/dL, p<0,05), colesterol total (CT) (86 = 2 vs 68 + 2 mg/dL, p<0,05), lipoproteina de
muito baixa densidade (VLDL) ( 14 + 1 vs 10 £ 1 mg/dL, p<0,05) e redu¢do nos niveis
séricos de lipoproteina de alta densidade (HDL) (38 + 3 vs 55 + 3 mg/dL , p<0,05)
quando comparados com a PC. Esses achados sugerem que uma dieta hiperlipidica
durante o periodo perinatal ocasiona um desequilibrio autonémico, dislipidemia e
hipertensao na prole adulta.

Descritores: Dieta hiperlipidica; Gesta¢do; Obesidade; Hipertensdo; Sistema Nervoso
Autdnomo.
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ABSTRACT

High-fat diet during the perinatal period induces dysautonomia in the adult
offspring. Robervan Vidal dos Santos. Sao Cristovao/2013. An adequate nutritional
support is important to ensure a normal development of the fetuses. Changes in the
nutritional support during gestation may lead to transitory or permanent structural and
functional changes of several organs of the offspring. We aimed to investigate the
impact of a high fat diet during the gestation and lactation on anthropometry,
cardiovascular, autonomic nervous systems (ANS) and biochemical parameters in the
offspring of rats. Wistar rats was used for study. High fat diet was given from day 1 of
gestation until weaning of puppies. Anthropometric data of offspring were measured
weekly from the 1st postnatal week until the 14th week.Sixty days of life offspring high
fat diet group (PH, n= 6) or offspring control (PC, n= 6) had femoral arteries surgically
assessed for the measuring of heart rate (HR), mean (MAP), systolic (SAP) and
diastolic arterial pressure (DAP), and baroreflex sensitivity (BRS). To investigate the
balance of ANS, we established the high (HF) and low frequency (LF) bands of pulse
interval (PI) and LF band of SAP spectrum. Biochemical evaluation was performed in
three periods at 30, 60 and 90 days of life, through the methodology for Doles kits.
From the 5th week postnatal the PH group increased the weight (53 £ 1 vs. 50 £ 1,
p<0.05) when compared with PC. PH increased MAP (135 + 2 vs. 103+ 1 mmHg,
p<0.05), SAP (160 + 3 vs. 128 + 4 mmHg, p<0.05), DAP (111 + 2 vs. 91 + 2 mmHg,
p<0.05) and HR (417 £ 23 vs. 352 + 8 bpm, p<0.05) when compared to PC. After
spectral analysis of PI and SAP, LF band of SAP spectrum (6.19 + 0.84 vs. 2.29 + 0.56
mmHg?, p<0.05) and LF/HF ratio of PI (0.71 + 0.22 vs. 0.14 + 0.016 p<0.05) was
higher in PH under spontaneous condition. PH presented hyperglycemia starting from
day 30 (116.2+ 1 vs 97.3 + 3 mg/dL, p<0.05) and LDL (45 £ 7 vs 28 + 4 mg/dL,
p<0.05). In the day 60 PH showed difference at TAG (64.6 + 2 vs 49 + 1 mg/dL,
p<0.05), CT (86 = 2 vs 68 = 2 mg/dL, p<0.05), VLDL ( 14 + 1 vs 10 + 1 mg/dL,
p<0.05) and decrease HDL (38 + 3 vs 55 + 3 mg/dL , p<0.05), when compared with PC.
These findings suggest that high fat diet during pregnancy and lactation leads to
autonomic misbalance, dyslipidemia and hypertension in adult offspring rats.
Descriptors: Diet; High fat; Pregnancy; Hypertension; Autonomic Nervous System.
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1. INTRODUCAO

Nas udltimas décadas, houve um aumento global da incidéncia e prevaléncia da
obesidade. A Organizacio Mundial de Saude (OMS) estima que, globalmente, o
nimero de pessoas obesas seja de 700 milhdes em 2015, com um adicional de 1,6
bilhdo classificadas como sobrepeso (WHO 2009). Embora esta tendéncia seja
largamente atribuida ao consumo de dietas hipercaldricas e estilo de vida sedentdrio,
estd se tornando cada vez mais claro que a suscetibilidade para obesidade € influenciada
por uma interagdo complexa entre genética, meio ambiente € comportamento
(NGUYEN e SERAG, 2010). As implicagdes em longo prazo para saide sdao graves,
pois a obesidade € um fator de risco bem estabelecido para doengas cronicas, incluido
diabetes mellitus (DM), hipertensdo arterial sist€émica (HAS), céncer, e doencas
cardiovasculares (DCV) (GARRISON et al., 1987).

O ambiente intrauterino € responsdvel pelo desenvolvimento e saide da
progénie. Perturbacdes a maes gestantes podem causar efeitos deletérios no feto com
consequéncias patolégicas persistentes da adolescéncia e vida adulta (BARKER e
MARTYN 1993). O conceito da origem do desenvolvimento da satide e da doenca
(Dohad) também conhecida como hipétese de Barker, tem sido colocado para descrever
o aumento da incidéncia de doengas cronicas tais como doenca cardiovascular e
diabetes, em humanos e animais expostos a um ambiente intrauterino desfavorével.
Dentro desses eventos estressantes que podem influenciar negativamente o
desenvolvimento de diferentes tipos de células, tecidos e sistemas organicos destacam-
se infeccdo materna, excesso ou caréncia de nutrientes (TAMASHIRO e MORAN,
2010).

O ambiente perinatal desempenha um papel importante em programar muitos
aspectos da fisiologia e comportamento, incluindo metabolismo, peso corporal,
regulacdo do balanco energético e predisposi¢do a desordens relacionadas a satde
mental tais como ansiedade, depressdo e desordens de hiperatividade e déficit de
atencdo (SULLIVAN, SMITH e GROVE, 2011).

A placenta é responsdvel por ofertar todos os nutrientes de que o feto necessita.
Desta forma, qualquer alteracdo ou anormalidade no desenvolvimento, placentdrio pode
afetar o tamanho fetal e o desenvolvimento bem como a saide apds o nascimento.
Assim, condi¢Oes de estresse durante a vida intrauterina pode levar, a restricio no

crescimento fetal (MASTORCI et al., 2009), uma condi¢do que frequentemente esta



associada com inicio de doengas ao longo da vida como diabetes, hipertensio e doengas
metabodlicas (COAN et al., 2008; SIMMONS, 2007). Adicionalmente, a hipétese da
Barker postula que a restri¢do no crescimento fetal programa a prole para desenvolver
um maior fator de risco ao surgimento do diabetes na vida adulta (BARKER, 2006).

Essa relacdo tem sido definida como programac¢ao metabdlica, onde um insulto
que ocorra em periodos importantes do desenvolvimento pode resultar em alteracdes
permanentes na estrutura e/ou fungdo de um 6rgdo ou agdo metabdlica (PETRY et al.,
1997). Ainda, ndo estd bem elucidado as diferencas nas alteracdes ocasionadas pela
dieta materna sobre a prole no periodo de gestacdo e/ou lactagdo. Os protocolos mais
estudados incluem a introdugdo da dieta materna até o desmame.

Uma alimentacdo rica em gordura € uma das principais causas para a etiologia
da obesidade, tanto em modelos experimentais como em humanos, sem a necessidade
de uma ingestdo hipercaldrica (JEN et al., 2003; FEOLI et al., 2003), pois as gorduras
estimulam fun¢des metabdlicas que podem levar a mudangas no peso e/ou composicao
corporal (GAfVA et al., 2001). Além de induzir a obesidade, o consumo excessivo de
lipidios favorece o surgimento de alteracdes hemodindmicas e bioquimicas como
hipertensao arterial, diabetes mellitus, dislipidemia e doengas cardiovasculares (FEOLI
et al., 2003).

O consumo exagerado das dietas hiperlipidicas por mulheres jovens em idade
reprodutiva desencadeia o aumento na prevaléncia da obesidade e as morbidades
associadas a instalacdo do processo inflamatério, principalmente durante o periodo
perinatal, o que repercute em questionamentos sobre as possiveis anormalidades que
possam acometer a saide da prole, ocasionada pelo desequilibrio na oferta de nutrientes
durante a fase de desenvolvimento (OBEN et al., 2010). J4 existem dados na literatura,
que associam o consumo excessivo de gordura em fases criticas do desenvolvimento
com o aumento na prevaléncia de doencas cronicas nio transmissiveis (BOUANANE et
al., 2010; ROSS e MCGILL 2006; ALBUQUERQUE et al.,2006). Além disso, estudos
demonstram que a inducdo da obesidade com dieta hiperlipidica em modelos
experimentais estd associada com aumento da atividade simpdtica e do sistema renina
angiotensina aldosterona (SRAA) o que contribui diretamente para o aumento da
pressao arterial (ROCCHINI et al., 1999; SOWER et al., 1982; CARROLL et al., 1995).

A obesidade € uma doenca inflamatéria cronica que estd associada as
morbidades cronicas ndo transmissiveis como a HAS, DM e dislipidemias que

contribuem para a fisiopatologia das DCV. No entanto, o presente trabalho teve como



objetivo principal, investigar se a programa¢do metabdlica associada a oferta de uma
dieta hiperlipidica durante a gestacdo e a lactacdo, promove o surgimento dos fatores de
riscos associados a fisiopatologia das DCV como alteragdes antropométricas,
metabdlicas e no controle autondmico da pressdo arterial e frequéncia cardiaca da prole

na vida adulta.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 PAPEL DOS LIPIDIOS DA DIETA MATERNA NO CRESCIMENTO E
DESENVOLVIMENTO PERINATAL

A nutri¢do no inicio da vida € fundamental para a maturacio das caracteristicas
morfofuncionais na vida adulta. Uma dieta balanceada € importante para o crescimento/
desenvolvimento e consolidagdo de um padrio morfofisiolégico normal do feto
(SMART e DOBBING, 1971; MORGANE, AUSTIN-LAFRANCE, BRONZINO et al.,
1993). O papel de alguns tipos de lipidios da dieta € bem definido na literatura, sendo
fundamentais para o crescimento e desenvolvimento do individuo muito embora
saibamos que a maioria das dietas maternas seja pobre quanto a presenca de
determinados dcidos graxos, principalmente os essenciais (CLANDININ, CHAPPELL,
LEONG et al.,, 1980; NEURINGER e CONNOR, 1986; LEAF, LEIGHFIELD,
COSTELOE et al., 1992; FOREMAN-VAN DRONGELEN, VAN HOUWELINGEN,
KESTER et al., 1995). As dietas ocidentais geralmente apresentam baixo teor de -3
(acido linolénico) e elevados teores de gorduras saturadas e ®-6 (dcido linoléico), sendo
este ultimo, encontrado em abundancia na maioria dos dleos vegetais (soja, girassol,
milho) (GIBSON, MUHLHAUSLER e MAKRIDES, 2011).

Os 4cidos graxos ndo esterificados sdo capazes de atravessar a barreira
placentdria sem maiores modificacdes, assim como o colesterol também pode ser
transferido pela placenta, embora a eficiéncia desse processo dependa da idade
gestacional (HERRERA, AMUSQUIVAR, LOPEZ-SOLDADO et al., 2006). Durante
periodos iniciais da gestacdo ocorre um acumulo de gordura e principalmente de dcidos
graxos poliinsaturados de cadeia longa (AGPI-CL) derivados tanto da dieta quanto do
metabolismo materno (LOPEZ-LUNA, MUNOZ e HERRERA, 1986). Estes estoques
sdo transferidos durante o terceiro trimestre de gestacdo, quando a taxa de crescimento
do feto é mdxima e os requerimentos destes dcidos graxos estdo aumentados
(HERRERA, AMUSQUIVAR et al., 2006). Alteracdes na ingestdo de acidos graxos
durante a gestacdo podem afetar sua transferéncia pela placenta acarretando
consequéncias para maturacdo neuronal e desenvolvimento do feto (HERRERA,
AMUSQUIVAR et al., 2006). O acido graxo de cadeia longa ®-3 (4cido linolénico) é
um dos mais abundantes do sistema nervoso central de mamiferos (INNIS, 2008). As

formas biologicamente ativas desse acido graxo sdo os dcidos 17 docosahexandico



(DHA) e eicosapentandico (EPA) primariamente derivados de produtos de origem
marinha (6leos de peixe e algas) (INNIS, 2008).

Durante a gestagdo, o DHA necessdrio para o desenvolvimento fetal € fornecido
através da placenta (COLETTA, BELL ¢ ROMAN, 2010). Este fornecimento tanto
durante a gestacdo quanto na lactacdo depende do consumo materno (KING, BUTTE,
BRONSTEIN et al., 1994). Ocorre uma acelera¢do do crescimento do encéfalo do feto
durante a segunda metade da gestacdo, sendo fundamental para o neurodesenvolvimento
a presenca de DHA e EPA (CRAWFORD, HASSAM e WILLIAMS, 1976;
CRAWFORD, HASSAM e STEVENS, 1981). Estudos em animais demonstram que a
reducdo na ingestdo de DHA durante o periodo fetal causa alteracdes no metabolismo
de neurotransmissores, entre eles dopamina e serotonina, além da atividade de
receptores (INNIS, 2007). Déficits comportamentais em testes de aprendizado e
aumento de comportamentos estereotipados foram observados quando dietas elevadas
em gordura sdo deficientes em DHA (WAINWRIGHT, 2002). Entretanto os efeitos
deletérios da baixa ingestdo de 4cidos graxos sobre fungdes cerebrais dependem da
duragdo, da severidade do insulto e em qual estigio do desenvolvimento o mesmo
ocorre (GEORGIEFF e INNIS, 2005). Uma restricao prolongada é capaz de promover
modificagdes na neurogénese, arborizacdo dendritica, sinaptogénese e mielinizacao
(GEORGIEFF e INNIS, 2005).

Durante a lactacdo, a fragdo lipidica do leite materno representa a maior fonte de
energia para o lactente contribuindo com 40 a 55% do total de energia ingerida, e prové
nutrientes essenciais tais como as vitaminas lipossoliveis e os 4cidos graxos
poliinsaturados (INNIS, 2003). Os 4cidos graxos que compdem os lipidios do leite sdo
em grande nimero pertencentes a dois grupos: o dos dcidos graxos saturados e o dos
acidos graxos insaturados (CONNOR, 2000). A qualidade dos lipidios da dieta materna
tem influéncia direta no perfil de acidos graxos do leite secretado (DA CUNHA,
MACEDO DA COSTA e ITO, 2005). Uma dieta rica em carboidratos ird favorecer a
sintese enddgena dos acidos graxos de cadeia curta e média e uma dieta rica em acidos
graxos poliinsaturados vai determinar maiores niveis destes no leite secretado
(BARBER, CLEGG, TRAVERS et al., 1997).

Por outro lado, lactentes que recebem leite contendo baixo teor de lipidios
tendem a mamar mais frequentemente e por maiores periodos de tempo, causando um
aumento no volume do leite ingerido (VILLALPANDO e DEL PRADO, 1999). Ha

também uma correlacdo positiva entre o ganho de peso durante a gestacdo e o contetido



de lipidios do leite (VILLALPANDO e DEL PRADO, 1999). Dessa forma, a relacdo
entre a ingestao dietética materna de lipidios, a composicao corporal adiposa materna e
a concentracao de lipidios no leite é de crucial importancia durante o periodo neonatal
(VILLALPANDO e DEL PRADO, 1999).

Por ser um nutriente fundamental para o desenvolvimento e crescimento do
neonato, o metabolismo lipidico materno e na glandula mamdria sofre uma grande
alteracdo para fornecer este nutriente durante a producio de leite (HERRERA, 2002b).
Os 4cidos graxos poliinsaturados de cadeia longa no leite materno podem originar-se da
ingestdo dietética materna, dos estoques maternos e da sintese endégena a partir de seus
precursores com 18 carbonos pela glandula mamaéria (KOLETZKO, RODRIGUEZ-
PALMERO, DEMMELMAIR et al., 2001).

A dieta materna influencia o conteido no leite dos 4cidos eicosapentandico
docosahexandico e araquiddnico, que pode aumentar pelo consumo de algumas de suas
fontes como peixe, leite, carne e ovos (KOLETZKO, RODRIGUEZ-PALMERO et al.,
2001). Os AGPI-CL quando oriundos da dieta sdo absorvidos, reesterificados em
triacilglicerdis, entram na circulacdo na forma de quilomicrons, e sdo rapidamente
transferidos para a glandula mamaria pela acdo da lipase lipoprotéica, sendo em seguida
transferidos para o leite materno (KOLETZKO, RODRIGUEZ-PALMERO et al.,
2001). Os triacilglicerdis hepaticos também sdo transportados (como VLDL) do figado
para a glandula mamadria e, liberados deste tecido por acdo da lipase lipoprotéica
(KOLETZKO, RODRIGUEZ-PALMERO et al., 2001). Durante a lactacdo, a atividade
da lipase lipoprotéica diminui no tecido adiposo e aumenta no tecido mamadrio,
indicando um aumento da captagdo de acidos graxos para este tecido (KOLETZKO,
RODRIGUEZ-PALMERO et al., 2001).

A qualidade e a quantidade de lipidios disponibilizados durante o periodo
perinatal sdo de total responsabilidade materna (HERRERA, 2002a). E a dieta
consumida pela mae que garantirdi um pleno desenvolvimento e crescimento do
individuo em periodos iniciais (MCARDLE, ANDERSEN, JONES et al., 2006).
Embora os lipidios em excesso seja um fator preditor ao surgimento de doencas
metabodlicas na vida adulta, eles apresentam papel importante principalmente para o
desenvolvimento de estruturas cerebrais e sistema imune (CABRAL, 2005; FREEMAN,
HALEY-ZITLIN, STEVENS et al., 2011). Portanto em fases iniciais a dieta rica em

lipidios pode promover maior crescimento € melhor desenvolvimento do individuo.



2.2 TEORIA DA PROGRAMACAO FETAL

A teoria de programacao fetal sugere que eventos desfavordveis durante a vida
intrauterina, como exemplo pode-se citar excesso ou caréncia de nutricdo durante o
periodo perinatal, induzem respostas compensatérias no feto que, decorrente da
plasticidade nesse periodo de desenvolvimento, persistem e, assim, provocam
limitacbes na adaptabilidade da vida adulta (GLUCKMAN e HANSON, 2004;
BARKER e MARTYN, 1993).

O desenvolvimento humano ocorre durante o periodo perinatal que
compreende gestacdo e lactacao. E no periodo pré-natal e até os primeiros anos de vida
que ocorre o crescimento € o desenvolvimento do sistema nervoso central (SANTOS-
MONTEIRO et al., 2002) e end6crino (SYMONDS et al., 2001). Durante esse periodo,
o hipotdlamo é susceptivel as influéncias ambientais, o que pode contribuir para o
surgimento de doencgas na vida adulta (DAVIDOWA e PLAGEMANN, 2001), como
exemplo, podem-se citar alteragdes no consumo alimentar e no desenvolvimento da
obesidade (DIETZ, 1994). Portanto, durante e a lactacdo e gestacdo, o feto estd mais
vulnerdvel ao estresse, o que pode comprometer a formagdo e a funcdo de sistemas
fisiolégicos, comprometendo a saide da prole na vida adulta.

O processo pelo qual a introdugdo de estimulos danosos sdo aplicados no
periodo perinatal que podem exercer alteragdes permanentes na estrutura e funcdo do
organismo € denominado como programacdo fetal (LUCAS, 1998). O mecanismo da
programacdo fetal ainda ndo estd completamente compreendido, mas possivelmente,
ocorre devido a mudancgas na transcri¢do dos genes, ocasionando alteracdes na atividade
metabodlica, nos processos de controle da homeostase, diferenciacdo celular e na
estrutura de tecidos (BURDGE et al., 2007). Estas alteragdes na estrutura dos tecidos
podem ser desencadeadas pelo comprometimento do nimero e/ou o tipo de células
presentes no tecido durante a fase de desenvolvimento, o que pode afetar
significativamente as fungdes fisiolégicas (LANGLEY-EVANS, 2006), contribuindo
para o surgimento de patologias como diabetes, doenca cardiovascular e sindrome
metabdlica (GODFREY e BARKER, 2000).

ModificacOes ambientais, doencas, estresse e dieta durante a gestacdo e a
lactacdo sdo alguns dos fatores que podem desencadear alteracdes nas funcdes
fisiologicas da prole (FOWDEN et al., 2006). Estudos indicam que o padrido alimentar

durante o periodo perinatal pode repercutir na saide do individuo ao longo da vida



(BARKER e MARTYN, 1993; LUCAS, 1998; BURDGE et at., 2007). Segundo
Fowden e colaboradores (2006), a nutricio materna exerce um importante papel no
desenvolvimento e modulagdo dos sistemas fisiolégicos do feto em formagdo. Em um
estudo experimental, Widdowson e McCance (1963) observaram que ratos desnutridos
durante o periodo de lactacdo ganharam peso mais lentamente ao longo da vida, mesmo
com acesso livre a alimentacdo apds o desmame, porém, se o periodo de desnutricdo
ocorresse 60 e 90 dias de vida os animais recuperavam o peso rapidamente € nao
haveria diferenca do grupo controle.

Estudos epidemioldgicos realizados por Barker et al. (1993) reforcam a
importancia da alimenta¢do no inicio da vida, pois, existe uma relagdo direta entre a
restricao no crescimento intrauterino € a incidéncia de doencas cardiovasculares na vida
adulta. Pesquisas experimentais apontam que uma dieta materna hipoprotéica durante a
gestacdo e lactacdo induz a alteracdes fisioldgicas e estruturais na prole adulta como
alteragdes no crescimento somadtico, resposta ao tratamento com antidepressivos,
comportamento alimentar e alteracdes metabdlicas (TOSCANO et al.,, 2008;
BARRETO-MEDEIROS et al., 2007; OZANNE et al., 2004; LANGLEY-EVANS.,
2000).

Alteragdes no peso ao nascer e o aumento da pressdo sanguinea na vida adulta
sdo alteracdes fisioldgicas que sdo associadas com a desnutricdo materna no periodo
perinatal (LANGLEY-EVANS, 2006; GODFREY e BARKER, 2001). Portanto,
estudos sugerem que a desnutricdo durante a gestacdo e a lactagdo, contribui
diretamente para que estas alteragdes fisiopatolégicas ocorram na vida adulta da prole
(BARKER, 2006). Ainda que, desnutricio acometa a saude de muitos individuos ao
redor do mundo, a obesidade tem aumentado significativamente contribuindo para o
aumento da incidéncia de doencas relacionadas ao aparelho circulatério. Segundo a
OMS as doengas cronicas nao transmissiveis (DCNT), que podem ser prevenidas a
partir da educagcdo nutricional e posteriormente com a modificagdo de habitos
alimentares, atingem cerca de 45,9% da populacdo mundial e a estimativa é que esses
nimeros aumentem para dois tercos em 2020 (CHOPRA, GALBRAITH e DARNTON-
HILL 2002).

Assim, faz-se necessdrio redirecionar o modelo experimental para o padrio
alimentar atual que se caracteriza por alimentos de alta palatabilidade com alta

concentracdo caldrica, ricos em gordura saturada e acucares simples, também conhecido



como dieta ocidentalizada, fast-food ou de cafeteria (CESARETTI e JUNIOR, 2006)
que hoje assume um padrdo alimentar global (DIEZ, 2003).

Estudos experimentais mostram que a exposi¢do do feto a dieta hiperlipidica
aumenta a pressdo sanguinea (KHAN et al., 2003), causa lesdo pré-aterogénica
(PALINSKI et al., 2001), disfuncdo endotelial (KHAN et al., 2005) e resisténcia a
insulina (TAYLOR et al., 2005). Além disso, um estudo de coorte com 504 gestantes
encontrou relagdo positiva entre 0 peso ao nascer € o consumo materno de gordura

(WATSON e MCDONALD, 2009).

2.3 CONTROLE AUTONOMICO

O sistema nervoso autdonomo (SNA) € subdivido em simpético e parassimpatico,
controlando diversas acdes no sistema cardiovascular (TAYLOR, 1994). E responsavel
pela regulagdo da frequéncia cardiaca, no controle momento a momento da pressdao
arterial (PA), constricdo e relaxamento dos vasos sanguineos, todas essas fungdes tem
como principal objetivo manter a estabilidade do musculo cardiaco (SINGH et al.,
1999). A atividade simpdtica e parassimpdtica se encontram continuamente ativadas. O
sistema nervoso central (SNC) € o responsavel pela intensidade de ativacao do controle
autondmico podendo aumentar ou diminuir respeitando as necessidades do organismo
(SIQUEIRA-BATISTA et al; 2004). A atividade de cada subdivisao do sistema nervoso
autondomico (SNA) na maioria das condi¢des fisioldgicas é observada pela inibi¢do de
um dos ramos (MALLIANTI et al., 1991).

Estudos demonstram que animais sauddveis quando sdo induzidos ao consumo
de dietas hipercaldricas ou hiperlipidicas, sofrem um aumento da atividade simpdtica,
do sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA) e consequentemente um aumento
da PA (ROCCHINI et al., 1999; SOWER et al., 1982; CARROLL et al., 1995).

O aumento da pressdo arterial € uma patologia que esta diretamente relacionada
com a obesidade ou a introducdo de uma dieta hiperlipidica no periodo perinatal. Esta
comorbidade € uma caracteristica comum ao excesso de peso em humanos e em
modelos animais o que contribui para o aumento da atividade simpdtica que ocasiona
vasoconstric¢do periférica e aumento da reabsor¢do tubular renal de sddio elevando os
niveis pressoricos (RAHMOUNI et al., 2005).

Estudos recentes demonstraram que a resisténcia central a leptina é a relacao

direta entre obesidade e aumento da atividade simpdatica. Além, do seu papel end6crino
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na homeostase do metabolismo e apetite, ele interage diretamente no hipotdlamo mais
especificamente no nucleo paraventricular causando uma hiperatividade simpatica. A
insulina um dos hormonios reguladores da lipogénese e dos niveis glicémicos também
contribui para o desequilibrio do balan¢o autondmico direcionada aos rins em modelos
de animais obesos (RAHMOUNI et al., 2005; CARVALHEIRA et al., 2005). Alguns
pardmetros bioquimicos como aumento dos dcidos graxos livres circulantes e niveis
séricos diminuidos de grelina e adiponectina contribuem com o aumento da atividade
simpatica (RAHMOUNI et al., 2005).

Uma elevacdo dos éacidos graxos livres no plasma em humanos ocasiona um
menor responsividade a sensibilidade espontdnea do barorreflexo (BRS), o que
predomina um aumento do controle simpatico e uma hipoatividade parassimpatica na

variabilidade da frequéncia cardiaca (PAOLISSO et al., 2000).

2.4 VARIABILIDADE DA FREQUENCIA CARDIACA

A avaliagdo da variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) permite uma andlise
ndo invasiva e seletiva da modulacdo autondmica, que pode ser utilizada como uma
ferramenta importante para o progndstico de doengas cardiovasculares. Pesquisas
sugerem que uma hiperatividade no componente simpdtico e uma reducao na atividade
parassimpdtica, sdo alteracdes que podem ser associadas com uma diminui¢do na
variabilidade da frequéncia cardiaca e pode-se relacionar com aumento da morbidade e
mortalidade cardiaca. No entanto, individuos que apresentam uma alta VFC refletem
uma melhor satde do sistema cardiovascular e uma regulacdo adequada do controle

autondmico da pressao arterial. (PASHOAL, PETRELLUZZI e GONCALVES, 2002).

A VEC pode ser usada para avaliar o desequilibrio autonémico (DA), doencas e
mortalidade (SZTAJZEL, 2004). As mensuragdes VFC, em ambos os dominios, do
tempo e da frequéncia tem sido usado com sucesso como indice da atividade vagal
(THAYER, YAMAMOTO e BROSSCHOT 2010). No entanto, existem algumas
diferengas entre os parametros VFC encontrado em alguns estudos, o consenso é que
valores baixos dos indicies da fun¢do vagal estdo associados prospectivamente com
morte e disfuncdo (HEART RATE VARIABILITY, 1996). Atividade parassimpdtica e

VFC tem sido associada com disfun¢@o imune e inflamacao, que tem sido relacionada
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com um serie de condi¢des incluindo doenga cardiovascular (DCV), e diabetes

(KIECOLT-GLASER et al., 2002; ERSHLER e KELLER 2000).

O DA, caracterizado pela desregulacido no balanco entre a atividade simpética e
atividade parassimpdtica, estd associado com vdrias condicdes patoldgicas. Portanto, o
DA pode ser uma via final comum para aumentar a morbidade e mortalidade a partir de
uma série de condigdes e doencas, incluindo a doenga cardiovascular (KLEIGER et al.,

1987; GERRITSEN et al., 2001).

2.5 DIETA HIPERLIPIDICA E ALTERACOES METABOLICAS

Uma dieta hiperlipidica estd bem descrito na literatura que é um dos principais
fatores indutores da obesidade tanto em modelos animais como em humanos (JEN et al.,
2003 e FEOLI et al., 2003), mesmo que ndo seja acompanhada com uma ingestdao
hipercaldrica. O tipo de gordura estimula altera¢des nas fun¢des metabdlicas, gerando
mudangas no peso e na composicdo corporal (GAIVA et al., 2001).

O consumo excessivo de gorduras além de induzir obesidade estimula o
surgimento das comorbidade associadas ao aumento da adiposidade como a elevagao da
pressdo arterial, o diabetes mellitus, as dislipidemias e as doencas cardiovasculares
(FEOLI et al., 2003).

O aumento dos niveis séricos de lipidios circulantes € definido como
dislipidemia, o que compromete a funcao cardiovascular devido ao depdsito de gordura
nas artérias de médio e grande calibre comprometendo a elasticidade e posterior
calcificacdo devido a deposi¢do da lipoproteina de baixa densidade (LDL) (SHILS,
SHIKE e OLSON, 2005).

Estudos experimentais em ratos que introduziram uma dieta hiperlipidica
durante a gestacdo e lactacdo mostraram alteracdes no metabolismo de macronutrientes
(glicidico e lipidico), na funcdo endotelial mesmo sem alteragdes no peso (NADERALI
et al., 2001). O alto indice de agucares simples presente na composicao da dieta e dcidos
graxos contribui diretamente para que alteracdes metabdlicas como a resisténcia a
insulina, hipertrigliceridemia, diminui¢do dos niveis de lipoproteina de alta densidade
(HDL), aumentam a probabilidade de individuos expostos a essa dieta durante o periodo
perinatal desenvolverem doenca cardiovascular (DCV), diabetes tipo 2 e a sindrome

metabdlica (SCHMIDT e DUNCAN, 2003).
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Ja estd bem descrito na literatura que os dcidos graxos introduzidos na dieta
podem alterar a composicao dos triacilglicerdis armazenados e dos fosfolipidios que se
encontram nas membranas celulares e tecidos, e podem se acumular nos tecidos fetais,

pela capacidade de atravessar a barreira placentdria e também pelo leite materno
(ALBUQUERQUE et al., 2006).
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar as alteragdes murinométricas, bioquimicas e o controle autondmico da
pressdo arterial e frequéncia cardiaca na prole de ratas que foram alimentadas com uma

dieta hiperlipidica ou controle no periodo perinatal.

3.2 Objetivos especificos
Avaliar em ratas gestantes, lactantes que consumiram dieta hiperlipidica ou
controle:
e Evolugdo ponderal durante a gestagdo.

e Consumo alimentar (g) durante a gestacdo e lactacao.

Analisar aos 30, 60 e 90 dias de vida na prole de ratas que receberam uma

dieta hiperlipidica ou controle, as repercussoes sobre:

e Evolugdo ponderal.

e Consumo alimentar.

e Perfil lipidico e glicémico plasmaético.

e Parametros cardiovasculares pressao arterial média (PAM), frequéncia cardiaca
(FC), pressdo arterial sistdlica (PAS) e pressdo arterial diastdlica (PAD).

e Avaliar a variabilidade do intervalo de pulso e pressdo arterial no dominio da
frequéncia.

e Determinar a sensibilidade espontanea do barorreflexo.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Para o estudo foram utilizados ratos de ambos os sexos da linhagem Wistar
provenientes do biotério do Central da Universidade Federal de Sergipe. Os animais
foram mantidos em gaiolas de polipropileno (maximo 4 animais/gaiola), com agua e
racdo ad libitum. A temperatura foi mantida de 22 a 25°C.

O presente trabalho atendeu as normas para a realiza¢do de pesquisa em animais
e todos os procedimentos foram de acordo com os principios éticos da experimentacao
animal preconizados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA,
1991) sendo aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da UFS (CEPA/UFS)
conforme o protocolo 12/2012 (anexo 1).

A dieta controle (AIN-93G) continha valores adequados de todos os
macronutrientes e a dieta experimental foi manipulada para que apresentasse elevado

teor de gordura (tabela 1).

4.2 Grupos experimentais

Foram utilizadas 10 ratas Wistar virgens, com idade entre 90 e 120 dias de vida
e peso médio 225 (£25) gramas. Elas foram acasaladas com ratos machos na propor¢do
de 2:1. O esfregacgo vaginal era realizado diariamente e a presencga de espermatozoide no
esfregaco indicava o inicio da gestacdo, sendo as ratas divididas em dois grupos
conforme a dieta recebida: Controle (C, n=5) e Hiperlipidica (H=5). Apds 24 horas do
nascimento das ninhadas, realizou-se o ajuste para oito neonatos sendo respeitada,
quando possivel, a mesma proporcio de machos e fémeas. Nos protocolos
experimentais foram utilizados somente machos para evitar a influéncia de flutuacdes
hormonais nos resultados. E importante salientar que as mées foram mantidas na mesma

dieta até o desmame dos filhotes.
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Delineamento experimental.

Figura 1
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De acordo com a dieta administrada nos diferentes periodos de vida os grupos de

filhotes se distribuiram da seguinte forma:

1. Prole Controle (PC): filhos de maes alimentados com dieta controle para

roedores em fase de crescimento durante a gestacdo e lactagdao (AIN-93G).

2. Prole Hiperlipidica (PH): filhos de maes alimentadas com dieta hiperlipidica

na gestacao e lactacdo.

Ressalta-se que apds o desmame a dieta controle passou a ser ragao comercial
desenvolvida para ratos de laboratério (Labina®). Segundo o fabricante (Purina do
Brasil LTDA), tal dieta contém o minimo de 23% de proteina bruta, extrato etéreo
minimo de 4%, o maximo de 10% de mineral, o maximo de 5% de matéria fibrosa e

possui 3,6Kcal/g.

4.3 Dietas experimentais

A dieta utilizada como controle durante o periodo de gestacdo e lactagdo foi a
AIN-93G, a base de caseina, especifica para roedores em fase de crescimento (Tabela 1)
(REEVES, 1993).

A formulagdo da dieta experimental hiperlipidica teve como base na Pesquisa de
Orcamento Familiar (POF) e a dieta controle, AIN-93G (Tabela 1), sendo realizado
alguns ajustes na sua composi¢do centesimal. Dentre estes ajustes encontra-se o
aumento do teor de lipideos e carboidratos simples, de forma a incrementar fatores
organolépticos, culminando com odor e textura agraddvel, assemelhando-a a dieta
ocidental, e a adequacdo do teor protéico, visto que os percentuais de proteina da dieta
“POF” sdo inadequados para a fase de reprodu¢do e crescimento em ratos ¢ finalmente
um ajuste para a fase de manutencao dos ratos (15,5g% de proteina). A Tabela 1 expde
a comparacao de macronutrientes das dietas administradas durante a pesquisa.

As dietas, com exce¢do da Labina®, foram confeccionadas pelo Laboratério de
Nutricao Experimental e Dietética (LNED) do Departamento de Nutricdo, UFPE. Os
ingredientes secos que compunham as dietas eram misturados e peneirados para
adequada homogenizacdo. Em seguida, adicionou-se os componentes liquidos ou semi-

sOlidos antes da adi¢do de dgua. A etapa seguinte foi seca-las em estufa com circulagdo
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de ar a 60-70° C durante 24-36h. As dietas eram armazenadas a 4°C até o momento de
uso.

Tabela 1 - Composicio centesimal das dietas controle (AIN-93G), hiperlipidica (H) e labina e a
contribuiciio energética dos macronutrientes em relaciio a energia total.

Ingredientes Dietas Nutrientes Dietas
AIN- Hiperlipidica AIN-  Hiperlipidica
93G g/100 93G g/100
g/100 g/100
Amido de milho 52,9 11,8 Proteina total 17,3 20,8
Farinha de trigo - 12,0 Proteina Animal 17,0 16,0
Biscoito de maisena - 7,2 Proteina Vegetal 0,3 4,8
Farinha de soja - 8,5 Lipidio 7,0 14,7
Soja - 0,1 Carboidrato 55,0 51,7
Banha - 5,5 Fibras (celulose) 5,0 0,3
Margarina (65% de lipidio) - 3,5 Mix mineral 3.5 2,5
Creme de leite (20% de - 3,0 Mix Vitaminas 1,0 0,7
lipidio)
Caseina (proteina>85%) 20,0 20,0 DI-metionina 0,3 0,3
Sacarose 10,0 20,0 Bitartarato de 0,25 0,25
colina
Oleo de soja 7,0 4,0 BTH 0,0014 0,0014
Fibras (celulose) 5,0 0,3 Composiciao de acordo com o valor
energético total (%)
Mix mineral (AIN-93G- 3,5 2,5 AIN- Hiperlipidica
MX) 93G g/100
g/100
Mix vitaminas (AIN-93G- 1,0 0,7 Proteina 18,0 19,0
VX)
DL-metionina 0,3 0,3 Lipidio 19,0 31,0
Bitartarato de colina 0,25 0,25 Carboidrato 63,0 493
Butilhridroquinona (BTH) 0,0014 0,0014 Labina® **
Cloreto de sodio - 0,36 Proteina 26
Soma 100,0 100,0 Lipidio 11
Energia (Kcla/g) 3,6 4,2 carboidrato 63

Fonte: Hiperlipidica- Adaptado da Pesquisa de Orcamento Familiar (POF) 2002/2003; AIN-93G-
Adaptado de Reeves, 1997. *#Os célculos da composicdo centesimal foram baseados nas informagoes
nutricionais enviadas pela empresa fornecedora dos produtos, pela Tabela Brasileira de Composi¢do de
Alimentos (TACO) e andlise do LEAAL ** Dieta normocaldrica (Purina®), determinado pelo Instituto
Adolfo Lutz, 1985.

4.3.1 Composicao de acidos graxos das dietas

Inicialmente, foram extraidos os lipidios das dietas por transesterificacdo direta,
seguindo-se de andlise em um cromatdgrafo a gas (Shimadzu GC-14B, Japao) com um
FID detector. A coluna foi SUPELCOWAX (30 m x 0,25 mm x 0,25 Im), com um fluxo
de 1,3 mL min-1 de hélio, durante um tempo de execu¢do de 60min. A composicao de
acidos graxos das dietas estd apresentada na tabela 2. As andlises foram realizadas no

Laboratério de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal de Pernambuco.
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Tabela 2 - Composicio de acidos graxos das dietas controle (AIN-93G) e hiperlipidica (% de
acidos graxos totais).

Acidos graxos Controle (AIN-93G) Hiperlipidica

C6:0 nd 42,1
C8:0 0,02 nd
C10:0 0,03 nd
C12:0 0,2 8,16
C14:0 0,19 1,15
C15:0 0,02 1,53
C16:0 9,27 11,25
C18:0 15,31 3.4
C20:0 0,33 nd
C22:0 0,51 nd
C23:0 0,07 nd
C24:0 0,04 nd
Total saturado 25,99 67,59
C14:1 nd 1,84
C16:01 2,72 0,64
18:01n9 9,36 13,99
20:01 0,24 nd
Total monoinsaturado 12,32 16,47
18:2n6 55,36 14,07
18:3n3 6,04 1,87
20:02 0,04 nd
20:5n3 0,03 nd
22:2n 0,05 nd
22:6n3 0,13 nd
Total poliinsaturado 61,65 15,94
18:2n6/18:3n3 9,17 7,52
P/S 5,0 1,0

Dieta controle (AIN-93G) e Dieta hiperlipidica (H). A principal fonte de gordura na dieta controle foi o
6leo de soja. As principais fontes de gordura na dieta H foram banha, gordura animal, manteiga e dleo de
soja. P/ S - poliinsaturados/saturados. nd = ndo determinado.
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4.4 Procedimentos experimentais
4.4.1 Avaliacao das ratas gestantes/lactantes

Evolucao ponderal

A afericdo do peso corporal foi realizada semanalmente, iniciando no 1° dia de
confirmacao da gestacdo, prosseguindo durante toda gestacdo. Foi realizada sempre no
mesmo hordrio, estabelecido entre 7h30min e 8hOOmin. Foi utilizada uma balanca

eletronica digital, marca Marte XL 500, classe II, capacidade médxima 500g (menor

divisdo 0,001g).

Consumo alimentar

Foi realizado semanalmente durante toda a gestacdo e lactacio o consumo
individual dos animais. Durante estes periodos, fase inicial e final do experimento os
animais foram dispostos em gaiolas individuais verificando-se semanalmente o
consumo das dietas controle e hiperlipidica ad libtum. Verificou-se o consumo
alimentar de acordo com a seguinte féormula (LOPES DE SOUZA, OROZCO-SOLIS,
GRIT et al., 2008):

Consumo alimentar = (Peso da racao ofertada (g)) — (Peso da sobra da

racio na semana posterior (g))

4.4.2 Avaliaciao da prole

Evolucao ponderal

A afericdo do peso corporal foi realizada semanalmente na prole, iniciando no
dia do parto (1° semana pds-natal) até a vida adulta (14° semana pds-natal). Foi
realizada sempre no mesmo horério, estabelecido entre 7h30min e 8hOOmin. Para
avaliar a evolucao do ganho de peso foi realizado através do peso corporal total (machos
e fémeas) e sexagem para avaliar as diferencas no ganho de peso em machos e fémeas.
Foi utilizada uma balanca eletronica digital, marca Marte XL 500, classe II, capacidade

maxima 500g (menor divisao 0,001g).
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Consumo alimentar

Foi realizado diariamente em um periodo de 15 dias entre os dias 75 e 90 p0s-
parto. Durante estes periodos, fase inicial e final do experimento os ratos foram
dispostos em gaiolas individuais verificando-se diariamente o consumo da dieta
Labina® ad libtum. Verificou-se o consumo alimentar de acordo com a seguinte férmula

(LOPES DE SOUZA, OROZCO-SOLIS, GRIT et al., 2008):

Consumo alimentar = (Peso da racao ofertada (g)) — (Peso da sobra da

racio no dia posterior (g))

Avaliacdo bioguimica

No 30° 60° e 90° dias de vida, os animais foram mantidos em um periodo de 12
horas de jejum e logo apds foram anestesiados com halotano, e com o auxilio de um
capilar de vidro heparinizado, foi coletado sangue através do plexo retro-orbital. O
sangue coletado (cerca de 1 ml) acondicionado em um tubo de separacdo e
posteriormente centrifugado a 3500 rota¢des por minuto (rpm) por 5 minutos para
obtencdo do soro. O sobrenadante foi retirado com auxilio de uma pipeta e transferido
para um tubo Eppendorf® , 0 qual foi encaminhado para realizagdo das andlises
bioquimicas dos seguintes substratos: glicose, colesterol total (CT), triacilglicerol
(TAG) lipoproteina de alta densidade (HDL-C). Para dosar as concentracdes
plasmaticas utilizou-se testes enzimdticos colorimétricos da marca Doles, sendo que a
leitura dos substratos foi realizada no espectrofotdmetro da marca FEMTO e modelo
800 XI, de acordo com as normas estipuladas pelo fabricante. Para dosar a lipoproteina
de baixa densidade (LDL-C) e lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL-C) foi

utilizada a férmula de Friedewald:

VLDL-C = triacilglicerol (mg/dL) + 5 (cinco)
LDL-C = Colesterol total (mg/dL) — (HDL-C + VLDL-C)
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Avaliacio cardiovascular

Vinte e quatro horas antes do estudo hemodindmico, os animais com 60 dias de
vida, submetidos a este protocolo foram anestesiados com tiopental sédio (50 mg/kg,
i.p.) e foi realizada cirurgia para implante dos cateteres de polietileno na artéria femoral,
para registro da pressdo arterial. Apds a cirurgia, os animais receberam uma dose (1,1
mg/kg) de Banamine (flunixina-meglumina - Schering) I.P. Os animais ficaram em
recuperagdo por 24 horas até o inicio dos experimentos.

O registro da pressdo arterial e da frequéncia cardiaca foi realizado em animais
nao anestesiados por meio da conexdao da canula da arterial femoral com o transdutor
mecanoelétrico de pressao (ML866/P, ADInstruments, Power Lab, Bella Vista, NSW,
Australia), cujo sinal foi devidamente amplificado, digitalizado por meio de uma
interface analdgico/digital e amostrado a 5000 Hz em um microcomputador equipado
com um software apropriado (ChartTM Pro, ADInstruments, Bella Vista, NSW,
Australia), para posterior andlise. A pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca

(FC) foram derivadas da pressao arterial pulsatil (PAP).

Avaliacio autonOmica

A andlise da variabilidade do intervalo de pulso (IP) e da pressdo arterial
sistolica (PAS) foi realizada usando um programa computacional especifico
(CardioSeries v2.3 - http://sites.google.com/site/cardioseries). Séries temporais,
batimento-a-batimento, obtidas das gravacdes da PA pulsatil foram convertidas a pontos
de dados a cada 100 ms usando interpolacdo spline cubica (10 Hz). A série interpolada
foi dividida em conjuntos sequenciais de 512 pontos de dados (51.2s) sobrepostos em
50%. Antes de calcular a densidade espectral de poténcia, os segmentos foram
inspecionadas visualmente e os dados ndo estaciondrios ndo foram tidos em
consideracdo. Uma janela de Hanning foi utilizada para atenuar os efeitos de ponta a
andlise do espectro foi calculada usando o algoritmo da Transformada Rapida de
Fourrier para séries temporais discretas. O espectro foi integrado na banda de baixa
frequéncia (LF: 0,2 a 0,75 Hz) e na banda de alta frequéncia (HF: 0,75 a 3,0 Hz), e os
resultados sdo apresentados na forma absoluta e normalizada, pela divisdo da poténcia

do componente de LF, ou de HF, pela poténcia espectral total, da qual se subtraiu a
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poténcia da banda de muito baixa frequéncia (VLF: < 0,2 Hz), multiplicando-se o
resultado por 100.

A sensibilidade espontanea do barorreflexo foi quantificada por meio do método
da sequéncia, descrito por DI RIENZO et al., 1985. Foi utilizado um programa
computacional personalizado (CardioSeries v2.3 -
http://sites.google.com/site/cardioseries), o qual processou series temporais, batimento-
a-batimento, da PAS e do IP, buscando detectar sequéncias de pelo menos quatro
batimentos consecutivos em que aumentos na PAS foram seguidos por um alongamento
do IP (sequéncias de subida) e diminui¢gdes na PAS foram seguidas por um
encurtamento do IP (sequéncias de descida),com uma correlagao linear superior a 0,85.
A média do coeficiente angular das linhas de regressdo linear entre a PAS e o IP foi
utilizada como indice da sensibilidade espontdnea do barorreflexo (ganho do

barorreflexo).

4.5 Descartes

ApO6s a eutandsia dos animais, as carcacas foram depositadas em sacos plasticos
apropriados e armazenadas no freezer de coleta de material biolégico situado no
Biotério do Departamento de Fisiologia da UFS para posterior recolhimento durante a
coleta de lixo hospitalar. Os residuos perfurocortantes foram armazenados em caixas
adequadas e levados até o hospital universitdrio para descarte junto ao material

hospitalar.

4.6 Analise estatistica

Para a andlise estatistica foi empregado o Teste t de Student ndo pareado para
andlise das varidveis independentes, € a andlise de varidncia two way ANOVA para
andlise de mais de dois grupos sob influéncia da dieta controle ou hiperlipidica com post-
hoc teste de Bonferroni. Resultados foram expressos como media + erro padrio da
média (EPM). Em todos os cdlculos foi fixado um nivel critico de 5% (P<0.05). O
software utilizado em todos os testes estatisticos foi GraphPad Prism versdo 5.0

(GraphPad Software, Inc., San Diego, California, US).
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5 RESULTADOS
5.1 PESO CORPORAL
5.1.1 MAES
As ratas prenhas que receberam dieta com alto teor de gordura apresentaram
diferenca estatistica no ganho de peso durante o periodo gestacional quando comparado

com o grupo que recebeu a dieta controle (90 = 6 vs 115 * 6; Fig. 2).
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Figura 2. Ganho de peso total durante das ratas Wistar adultas durante a gestacdo (em gramas). Dados
expressos em média + EPM. Diferengas significativas das ratas prenhas hiperlipidicas (H, n = 6) *
p<0,05, quando comparados com as ratas prenhas controle (C, n = 6). Teste t de Student ndo pareado.

5.1.2 PROLE

Variacdo de peso dos ratos da prole hiperlipidica (PH) foi significativamente

maior que os controles (PC) a partir da 5° semana pds-natal (50 £2 vs 58 + 1; Fig. 3).
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Figura 3. Média da variacdo do ganho de peso da prole no periodo pds-natal (em gramas) de acordo com
o tempo (em semanas). Dados expressos em média + EPM. Diferencas significativas da prole
hiperlipidica (PH, n = 15): *** p<0,001 quando comparados com o controle (PC, n = 15). ANOVA two

way, com pos-teste de Bonferroni.

5.2 INGESTAO ALIMENTAR
5.2.1 MAES

O consumo de ra¢do semanal das ratas prenhas durante o periodo perinatal como

ilustrado na tabela 3 a seguir mostra que ndo houve diferencga entre os grupos.

Tabela 3 - Consumo de racdo das ratas controle (C) e hiperlipidica (H) prenhas durante a
gestacio e lactacio.

1° SEMANA 2° SEMANA 3° SEMANA

PERIODO C H C H C H
Gestaciio 66 + 15 7246 1126 97+6 1126 109 + 10
Lactaciio 126 + 10 147 +9 221+ 17 264 +21 258 +26 288 + 11

Andlise do consumo de ra¢do das maes durante a gestacdo e lactacdo. Dados expressos em média + EPM.
Nao houve diferencas significativas das ratas prenhas hiperlipidicas (H, n = 6) quando comparados com
as ratas prenhas controle (C, n = 6). ANOVA two way, com pds-teste de Bonferroni.

5.2.2 PROLE
Foi observado que a ingestdo média de racdo da PH foi maior quando

comparado com a PC (20 £ 0.7 vs 25 £ 0.8; Fig. 4).
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Figura 4. Média da ingestdo de ra¢do da prole adulta (em gramas). Dados expressos em média + EPM.
Diferencas significativas da prole hiperlipidica (PH, n = 4): ** p<0,01 quando comparados com o
controle (PC n =4). Teste t de Student ndo pareado.

5.3 AVALIACAO BIOQUIMICA

5.3.1 GLICEMIA JEJUM
Os dados mostram que a PH apresentou uma maior glicemia jejum a partir do
30° dia de vida (97 £ 3 vs 116 + 0,74) permanecendo a diferenca, em todos os estagios

da vida quando comparado com a PC.
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Figura 5. Concentragdo plasmética da glicose do soro coletado com (30, 60 e 90) dias de vida apés 12
horas de jejum. Dados expressos em média + EPM. Diferencas significativas da prole hiperlipidica (PH, n
= 10); *** p<0,001 quando comparados com o controle (PC, n = 10). ANOVA two way, com pés-teste de
Bonferroni
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5.3.2 TRIACILGLICEROL
Do mesmo modo, ilustramos na figura 6 os niveis plasmaticos de TAG, na PC e
PH. A PH apresentou elevacdo nos niveis séricos de TAG com 60 (51 £ 1 vs 67 £3) e

90 (57 £ 4 vs 75 £ 4) dias de vida quando comparada com a PC.
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Figura 6. Concentracio plasmatica de triacilglicerol (TAG) do soro coletado com (30, 60 e 90) dias de
vida ap6és 12 horas de jejum. Dados expressos em média + EPM. Diferencas significativas da prole
hiperlipidica (PH, n = 10); *** p<0,001 quando comparados com o controle (PC, n = 10). ANOVA two
way, com poés-teste de Bonferroni.

5.3.3 COLESTEROL TOTAL
De maneira ilustrativa, a figura 7 a seguir mostra os niveis de CT. A PH
apresentou niveis mais elevado de CT quando comparado com a PC a partir do 60° dia

de vida pds-natal (68 + 2 vs 86 + 2).

1501
= 1 PC
=
Eﬁ sk N PH
~ 100' sksksk
g .
S - -
[
3 504
[7,]
=
=]
&)

0 1 1 1
30 DIAS 60 DIAS 90 DIAS

Figura 7. Concentragdo plasmética de colesterol total (CT) do soro coletado com (30, 60 e 90) dias de
vida ap6s 12 horas de jejum. Dados expressos em média + EPM. Diferencgas significativas da prole
hiperlipidica (PH, n = 10); ** p<0,01; *** p<0,001 quando comparados com o controle (PC, n = 10).
ANOVA two way, com pds-teste de Bonferroni.
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5.3.4 LIPOPROTEINAS

A concentragdo plasmatica das lipoproteinas esté ilustrada na figura 8 a seguir,
os dados mostram que a PH apresentou uma redugdo plasmatica da lipoproteina de alta
densidade (HDL) no 60° dia de vida (61 *+ 4 vs 43 + 3), niveis séricos aumentados da
lipoproteina de baixa densidade (LDL) a partir do 30° dia de vida (24 +4 vs 46+ 7)e
da lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL) a partir da 60° dia de vida ( 10 + 0.3

vs 12 + 0,4) quando comparada com PC.
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Figura 8. Concentragio plasmatica da lipoprotefna de alta de densidade (HDL; painel A), lipoprotefna
de baixa densidade (LDL; painel B) e lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL; painel C) do soro
coletado com (30, 60 e 90) dias de vida ap6s 12 horas de jejum. Dados expressos em média + EPM.
Diferengas significativas da prole hiperlipidica (PH), na concentragdo de HDL (n = 15) , VLDL (n =
20);*** p<0,001 e LDL (n = 13); * p<0,05;*** p<0,001 quando comparados com o controle (PC, n =
15). ANOVA two way, com pds-teste de Bonferroni.

5.4 VARIABILIDADE CARDIOVASCULAR

Em seguida, foi observado se havia diferencas nas respostas cardiovasculares apds a
introducdo de uma dieta controle ou hiperlipidica no periodo perinatal. Os dados mostram
que a PH (n = 6), apresentou valores maiores de PAM (p< 0.0001), FC (p = 0,0224), PAS
(p =0,0002) e PAD (p< 0.0001) quando comparada com PC (n = 6).
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Tabela 4 — Valores da Pressio Arterial Média (PAM), Frequéncia Cardiaca (FC), Pressiio
Arterial Sistélica (PAS) e Pressao Arterial Diastolica (PAD) entre os Grupos Prole Hiperlipidica
(PH) e Prole Controle (PC).

PARAMETROS GRUPOS
PC PH
PAM — mmHg 103 +£0.8 135 £2.1 #**
FC —bpm 352+7.7 417+22.6*
PAS- mmHg 128 £4.3 160 £ 3.5 ***
PAD — mmHg 91+2.1 111 £2.3 #%*

Pressdo arterial média (PAM); Frequéncia cardiaca (FC); Pressdo arterial sistlica (PAS); Pressao arterial
diastdlica (PAD); em nivel basal. Dados expressos em média + EPM. Diferencas significativas da prole
hiperlipidica (PH, n = 6): * p<0,05; *** p<0,001 quando comparados com o controle (PC, n = 6). Teste t
de Student ndo pareado.

Com relacdo a andlise de variabilidade da PAS e do IP no dominio da
frequéncia, os resultados dos valores dos componentes oscilatérios do IP, representados
nos graficos da figura 9 (A e B), revelaram que, na prole hiperlipidica (PH) houve uma
maior oscilacio em LF (34.5,33+6,84 un) e menor em HF (65,5+6.84 un) quando
comparados a PC (12,33+1,11 un LF; 87,66£1,11 un HF). Isto resultou em uma maior
relacao LF/HF para a PH (0,70£0,22 vs. 0,14+0,016; Fig. 10C), o que indica o aumento
da modulacao simpdtica cardiaca. Além disso, para determinar alteragdes na modulagdo
simpética vascular, foram analisados os valores dos componentes oscilatorios da PAS.
A PH mostrou maior oscilagdo em LF (6,194+0,84 vs. 2,29+0,56 mmHg?; Fig. 9D), também

indicando aumento da modulacdo simpdtica vascular neste grupo.
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Figura 9 — Poténcias dos espectros do IP na banda de baixa frequéncia (LF; painel A), banda de alta
frequéncia (HF; painel B), razdo LF/HF (painel C), e poténcia dos espectros da PAS na banda LF (painel
D). Diferencas significativas da prole hiperlipidica (PH, n = 6): * p<0,05; ** p<0,01 quando comparados
com o controle (PC, n = 6). Teste t de Student ndo pareado.

Também se examinou a sensibilidade espontinea do barorreflexo para
determinar as diferencas na funcdo barorreflexa. A PH apresentaram valores
significativamente menores da sensibilidade do barorreflexo quando comparados aos

controles (1,48 £0,19 vs 2,86 + 0,63 ms/mmHg; Fig. 10).
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Figura 10 - Sensibilidade espontanea do barorreflexo (SBR). Diferencas significativas da prole
hiperlipidica (PH, n = 6): * p<0,05; quando comparados com o controle (PC, n = 6). Teste t de Student
ndo pareado.
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6. DISCUSSAO

A hipétese do surgimento de doengas na vida adulta relacionadas a um ambiente
intrauterino inadequado vem emergindo nos dltimos anos. (ARMITAGE et al., 2004,
2005, 2008; HOWIE et al., 2009; PRIOR e ARMITAGE, 2009). Diversos estudos,
comprovaram através de pesquisas experimentais € com seres humanos uma relacdo
entre hipertensdo, resisténcia a insulina e dislipidemias em adultos expostos a um
estresse durante a vida intrauterina (BARKER, 1995; GODFREY et al., 1997,
SWANSON et al., 2009, WADHWA et al., 2009).

Esse estudo demonstrou que ratos, cujas genitoras receberam dieta hiperlipidica
durante gestacdo e lactacdo, apresentaram maior ingesta alimentar com consequente
ganho de peso elevado, alteracdes bioquimicas, aumento da modulagdo simpdtica e
reducdo da sensibilidade do barorreflexo mesmo estando submetido a condicdes
experimentais similares a seus controles apds o nascimento.

E importante salientar, que ambas as dietas utilizadas no estudo foram
elaboradas a partir de informagdes obtidas da pesquisa do POF sendo ajustadas para
fase de reproducdo e crescimento em ratos. Além disso, a dieta hiperlipidica continha
31% de lipidios sendo a principal fonte as gorduras de origem saturada e 49% de
carboidratos sendo apresentado principalmente na forma de agicares simples, o que
mimetiza o consumo alimentar da populacao ocidental.

A literatura mostra que prole de maes alimentadas com dieta contendo 60% de
lipidios durante a gestacdo e a lactagdo apresenta niveis séricos elevados de leptina
(Tamashiro et al., 2009) associado a uma diminui¢do da responsividade a leptina em
areas hipotalamicas relacionados ao controle da saciedade (SUN et al., 2012), sendo
observada hiperfagia nesses animais (OLIVEIRA et al., 2011). Desse modo, a partir de
consistentes estudos da relacdo entre dieta hiperlipidica e saciedade comprometida
(CHEN, SIMAR e MORRIS, 2009; FEREZOU-VIALA et al., 2007), pode-se supor que
o aumento da ingestdo média de racdo e o consequente aumento do ganho de peso
corporal da prole hiperlipidica pode estar relacionada a uma alteracio na via de
sinalizag¢do da leptina no centro da saciedade localizado no hipotdlamo.

Com relacdo ao metabolismo glicémico, € sabido que aumento do peso da
gordura visceral (adiposidade abdominal) relaciona-se diretamente com alteracdes no
metabolismo da glicose (CAVALCANTE et al., 2012). Ademais, sabe-se que uma dieta

rica em lipideos per si promove um aumento da glicemia de jejum (Tamashiro et al.,
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2009). Assim, o aumento da glicose observado na PH pode estar associado a
adiposidade abdominal apresentada por esses animais, bem como, pelo teor de lipideos
ofertados a suas maes durante o periodo de gestacao e lactacdo.

E importante ressaltar que a dieta hiperlipidica ofertada as ratas no periodo
perinatal nesse estudo, continha 67,59% de lipidios saturados e 51,7% de carboidratos e
a dieta controle 25,99% lipidios saturados e 55% de carboidratos em cada 100g.
Ademais, os carboidratos da dieta hiperlipidica, estavam principalmente na forma
simples, presentes na farinha de trigo branca e biscoito de maisena, sendo que esses
ingredientes encontravam-se ausentes na dieta controle. Em estudo experimental que
avaliou a composicao do leite materno de ratas alimentadas com uma dieta hiperlipidica
durante a gestacdo e lactacdo foi evidenciado que essas mdes possuiam uma maior
concentracdo de gordura em seu leite (SUN et al., 2012; CAVALCANTE et al., 2012)
favorecendo ao desenvolvimento de dislipidemia (OLIVEIRA et al., 2011; KHAN et al,
2003) .

Desse modo, pode-se supor que alto teor de gorduras saturadas e carboidratos
simples presentes na dieta hiperlipidica, foram os principais macronutrientes
responsaveis pelo aporte energético da prole durante a vida intrauterina e lactacao,
contribuindo para o aumento dos niveis séricos de LDL-C, TAG, CT, VLDL-C e
diminui¢do do HDL-C a partir dos 30 dias de vida da PH.

Em relacdo a essa dislipidemia apresentada pela PH, ndo se pode descartar, uma
acdo direta dos lipideos presentes na racdo das maes causando hiperplasia e hipertrofia
do tecido adiposo (SAMUELSSON et al., 2008) bem como um maior peso na gordura
visceral e intolerancia a glicose pos-desmame (Cavalcante et al., 2012) que pode levar a
um aumento da gordura visceral e alteragdes no mecanismo de transducdo de sinal da
insulina nesses animais na vida adulta podendo ser o fator responsdvel pelo
desencadeamento da dislipidemia.

Nao foram encontrados na literatura, até presente momento, estudos que
avaliaram o controle autondmico da pressdo arterial e frequéncia cardiaca na prole de
maes que foram alimentadas com uma dieta hiperlipidica no periodo da gestacdo e
lactagdo, todavia, estudos mostram alteracdes na atividade do sistema nervoso
autdonomo (SNA) em criancas obesas (SOUZA et al., 2012; MARTINI et al., 2001;
MIRANDA, 2011; MARQUES et al., 2010; GREWAL e GUPTA 2011).

No presente estudo, a prole de mades que recebeu dieta hiperlipidica durante o

periodo perinatal apresentou taquicardia e hipertensdo, associada a aumento da
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modulacdo simpdtica tanto cardiaca quanto vascular. Com os achados do presente
estudo pode-se supor que aumento de peso da PH na vida adulta foi responsavel pela
desregulacdo do SNA. Além disso, alteragdes enddcrinas associadas a0 metabolismo da
glicose evidenciada em outro estudo com a mesma dieta e protocolo experimental
(CAVALCANTE et al., 2012), e alteracdes no mecanismo de transducdo de sinal da
leptina (SUN et al., 2012) s3o responsaveis pelo aumento da modulagdo simpética
associado ao aumento da frequéncia cardiaca, pressao arterial sistdlica e diastdlica.

Similarmente ensaios clinicos tém demonstrado a associa¢do da disautonomia
em criangas obesas, com resisténcia a leptina, resisténcia a insulina, estresse oxidativo e
inflamacao. Essa relacdo mostra que em criancas com excesso de peso, encontraram-se
valores menores na banda HF e valores maiores na banda LF e na relacio LF/HF
quando comparadas com ndo obesas (KAUFMAN et al., 2007, PASCHOAL et al.,
2009; SEKINE et al., 2001).

Adicionalmente, no estudo a BRS revelou-se menor na prole de maes
alimentadas com dieta hiperlipidica. E bem estabelecido, que uma diminuicdo na
sensibilidade do barorreflexo ¢ um marcador para risco aumentado de morte sibita em
pacientes com infarto no miocdrdio (LA ROVERE et al., 1999) e estd medida também
tem sido associada com aumento da pressao arterial, lesdes no miocérdio, lesdes renais
e ajuste no set point da pressdo arterial (MIAO e SU, 2002; GRASSI et al., 2004). Além
disso, existe correlacdo entre obesidade abdominal e reducdo na funcdo dos
barorreceptores (GRASSI et al., 2004).

Desse modo, Gerard (2011) demonstrou em seu estudo que ratos Zucker obesos
(RZO) apresentam BRS atenuado no controle da PAM e FC. Ademais, estudos
publicados anteriormente mostram que a sensibilidade espontinea do barorreflexo estd
diminuida em diferentes modelos de hipertensdo, incluindo a obesidade (HUBER e
SCHREIHOFER 2010; SALGADO et al., 2007; LAZAROVA et al., 2009).

Um estudo similar, realizado por Samuelsson et al. (2009), onde dieta similar a
utilizada nesse estudo foi ofertada 5 semanas antes continuada durante a gestacdo e a
lactacdo em ratas Sprague-Dawley também foi observado diminuicdo na sensibilidade
dos barorreceptores e hipertensdo na prole adulta. Assim, pode-se supor que a
programacdo metabdlica induzida pela dieta hiperlipidica no periodo perinatal, foi
responsavel pelo aumento do peso e redu¢do na sensibilidade dos barorreceptores.

Os mecanismos pelos quais a obesidade materna e o excesso de nutrientes no

utero aumentam o risco de doenca metabdlica na vida adulta, ainda ndo estdo
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elucidados, mas provavelmente incluem mudancas qualitativas e quantitativas no
fornecimento de nutrientes fetal em combinagdo com mecanismos genéticos e
epigenéticos. O ambiente no utero pode modificar substancialmente como o genoma do
feto é expresso, exercendo assim efeitos inibitorios ou estimulatorios sobre o
crescimento fetal e adiposidade (MALOYAN et al., 2013).

Assim, em modelos de roedores muita das mudangas fenotipicas observadas na
prole expostas a dieta hiperlipidica pode estd associada a alteracbes no genoma
(AAGAARD-TILLERY et al., 2008, SUTER et al., 2011, SUTER et al., 2012).
Modificacdes das histonas na adiponectina (ADIPOQ) e genes da leptina (LEP) foram
detectados na prole exposta a uma dieta hiperlipidica materna (MASUYAMA et al.,
2012). Além disso, estudos experimentais anteriores demonstraram que a introdugdo da
dieta hiperlipidica na gestacdo e lactacdo promovem alteragdes na expressao gé€nica e
metilacdo de dreas do hipotidlamo que estd associada com o balanco de energia e
comportamento alimentar estimulando a preferéncia por alimentos palatdveis (VINSON
CHATTERIJEE, 2012). Sugere-se que os fatores epigenéticos associadas a dieta
hiperlipidica ofertada no periodo perinatal compromete homeostase metabdlica sendo
um fator importante para a compreensdo dos mecanismos subjacentes ao

desenvolvimento da hipertensao e alteracdes bioquimicas.
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7. CONCLUSAO

Assim, sugere-se que a introducdo de uma dieta hiperlipidica no periodo
perinatal foi importante para o desenvolvimento da obesidade da prole na vida adulta e
as morbidades associadas ao excesso de peso, como alteracdes no metabolismo da
glicose (resisténcia a insulina), dos lipidios (dislipidemia) e hipertensdo associada a
desregulacdo do SNA e reducdo na sensibilidade dos barorreceptores.

Portanto, nosso estudo apresentou dados relevantes que mostram os efeitos
deletérios do consumo da dieta ocidentalizada durante a vida intrauterina e lactagao,
assegurando que o padrdo alimentar é decisivo no aumento do peso corporal e na

manifestacdo de sinais associados a fisiopatologia da sindrome metabdlica.
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