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RESUMO

Parreira, Fabiana Trocades. Efeito do consumo materno de dieta hiperlipidica sobre o
remodelamento e metabolismo do ventriculo esquerdo na prole de ratos ao desmame.
2017. 86 p. Dissertagdo. Instituto de Ciéncias Biologicas ¢ da Saude, Programa de Pos-
graduagdo em Ciéncias Fisiologicas, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ. 2017.

O sobrepeso em mulheres em idade fértil e durante a gestagdo tem consequéncias perniciosas
na vida fetal e adulta da prole. Isto tem sido demonstrado através de estudos com modelos
experimentais de obesidade materna. Dados anteriores do nosso grupo demonstraram que o consumo
materno de dieta hiperlipidica (DH) induziu, ao desmame, aumento de massa corporal da prole,
adiposidade e hiperleptinemia. A fun¢do cardiaca aos 30 dias de vida demonstrou prejuizo na fungao
sistolica (diminuigdo da fracdo de ejecdo e aumento do volume sistolico final). Estes resultados
demonstram que o consumo materno de dieta hiperlipidica promove alteragdes precoces na fungdo
cardiaca de ratos independentemente do sexo do filhote. Este estudo teve como objetivo verificar se o
consumo materno de dieta hiperlipidica pode alterar a morfologia e o metabolismo dos cardiomiécitos
de animais machos e fémeas da prole ao desmame. Para isso, ratas Wistar consumiram dieta controle
(9% lipideos, grupo C) ou hiperlipidica (29% lipideos, grupo DH) durante 7 semanas antes do
acasalamento, e durante a gestagdo e lactagdo. Ao desmame, 21 dias de vida, as proles foram pesadas
e eutanasiadas por pungdo cardiaca. O coragéo e os tecidos adiposos branco (retroperitoneal, inguinal
e perigonadal) foram pesados. Analises histologicas (cortes corados com HE) e bioquimicas (TLC e
HPLC) foram realizadas utilizando amostras do ventriculo esquerdo (VE) e a expressdo cardiaca dos
receptores Irf e PI3K foi avaliada através da técnica de Western Blotting (Protocolo IBCCF- 114,
UFRYJ). A prole DH apresentou maior peso corporal e hipertrofia cardiaca. Dentre os lipideos neutros
mensurados (monoacilglicerol, colesterol, colesterol esterificado, triacilglicerol, 4cidos graxos e
fosfolipideos) o colesterol apresentou-se diminuido nos machos (13%) da prole DH, enquanto o
colesterol esterificado estava diminuido nos machos (52%) e fémeas (29%) da prole DH. O conteudo
de triacilglicerol estava aumentado em ambos os sexos da prole DH (52% nos machos e 48% nas
fémeas). A quantificacdo de acidos organicos (4cido oxaloacético, latico e succinico) ndo demonstrou
nenhuma variagdo entre as prole C e DH. Nao houve alteracéo na expressio cardiaca dos recptores Irf3
e PI3K. Estes resultados sugerem que o consumo materno de dieta hiperlipidica altera a morfologia
dos cardiomiocitos do VE e o metabolismo cardiaco de ratos indepentedente do sexo da prole, o que
pode explicar a diminuigo da fungdo sistolica observada em ratos juvenis.

Palavra Chave: Dieta hiperlipidica, hipertrofia cardiaca, metabolismo cardiaco.
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ABSTRACT

Parreira, Fabiana Trocades. Effect of maternal consumption of high fat diet on remodeling
and metabolism of the left ventricle in rat offspring at weaning. 2017.86 p. Dissertation.
Instituto de Ciéncias Biologicas ¢ da Saude, Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncias
Fisiologicas, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2017

Overweight in women of childbearing age and during pregnancy has consequences of fetal
and adult life of offspring. This fact has been demonstrated through studies with experimental models
of maternal obesity. Previous data from our group showed that maternal consumption of a high fat diet
(HF) induced, at weaning, increase body mass of offspring, adiposity and hyperleptinemia. Cardiac
function at 30 days of life showed lower systolic function (decreased ejection fraction and increased
final systolic volume). These data demonstrate that the maternal consumption of the high fat diet
promotes early changes in the cardiac function of rats regardless of sex of the offspring. This study
aimed to investigate if maternal consumption of HF diet can alters cardiac structure or metabolism in
male and female at weaning. For this purpose, Wistar female rats consumed control (9% lipids, C
group) or HF diet (29% lipids, HF group) for 7 consecutive weeks before mating and during
pregnancy and lactation. At weaning, 21 days-old, puppies were weighted and euthanized by cardiac
puncture. Heart and white adipose tissues (retroperitoneal, inguinal and perigonadal) were weighted.
Histological (Hematoxilin-Eosin) and biochemical (TLC and HPLC) analysis were performed using
LV samples. The ventricular expression of Irff and PI3K receptors were analysed by Western blotting
(Protocol IBCCF- 114, UFRJ). HF offspring had higher body weight, adiposity and cardiac
hypertrophy. Among the neutral lipids measured (monoacylglycerol, cholesterol, esterified
cholesterol, triacylglycerol, fatty acids and phospholipids) the cholesterol was decreased in male HF
offspring (13%), whereas the esterified cholesterol was decreased in male (52%) and female (29%)
HF offspring. The triacylglycerol content was increased in both sexes of the HF offspring (52% in
male and 48% in female). The quantification of the organic acids (oxaloacetic, lactic and succinic
acid) did not show any alteration between C and HF offspring. There were no difference in the cardiac
expression of the Irf and PI3K receptors. These results suggest that the maternal consumption of high
fat diet changes the morphology of LV cardiomyocytes and the cardiac metabolism in rats regardless
of the sex of the offspring, which can explain the decreased systolic function observed in juvenile rats.

Key words: High fat diet, cardiac hypertrophy, cardiac metabolism.
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1. INTRODUCAO

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) a obesidade ¢ decorrente do acimulo
de gordura excessiva e anormal que podem desencadear doencas metabolicas como a diabetes
que gera riscos a saude. Varios termos sdo utilizados para se referir a obesidade, tal como,
obesidade abdominal, adiposidade visceral, percentual de gordura corporal dentre outras
(VAZQUEZ et al., 2007). No Brasil, em 2014, 55% dos homens acima dos 18 anos e 53%
das mulheres acima dos 18 anos apresentavam o indice de massa corporal (IMC) acima ou
igual a 25 (WHO, 2014). A obesidade estd associada ao significativo aumento de doencas
cardiovasculares ¢ mortalidade por comorbidades relacionadas, diabetes, doencas renais e
hipertensao (FLEGAL et al., 2007). Além disso, ¢ o principal fator no desenvolvimento da
sindrome metabdlica (BRAY, 2004).

De acordo com FERNANDEZ- TWINN & OZZANE (2010), a sindrome metabolica
caracteriza-se como uma associacao de sintomas, tais como resisténcia a insulina, inflamacgao
sistémica, hipertensdo, obesidade central ou visceral, reducdo do colesterol HDL (do inglés
high density lipoprotein) e elevagdo de triacilglicerol (TG). Um individuo com 3 ou mais
destes sintomas ¢ diagnosticado como portador da sindrome metabolica (BRAY, 2004). Estas
alteracdes promovem aumento da gordura visceral acarretando aumento na libera¢do de
acidos graxos (AQG) e prejuizo na depuracdo da insulina pelo figado modificando assim o
metabolismo periférico (HAN & LEAN, 2016). Os mecanismos relacionados as desordens
metabolicas ndo estdo totalmente compreendidos, sabe-se que ha uma discreta inflamacao
associada a obesidade (SEGOVIA et al., 2014).

A obesidade pode ser mensurada através do IMC que leva em consideragdo o peso
corporal do individuo (em quilogramas) dividido pelo quadrado da sua altura (em metros).
Uma pessoa com IMC maior ou igual a 25 ¢ considerada obesa (WHO, 2017). Entretanto,
estudos epidemiologicos tem demonstrado que outros indicadores de obesidade podem ser
mais fidedignos que o IMC. Esses indicadores sdo obtidos através de diferentes medidas
antropométricas para a obesidade abdominal tal como circunferéncia da cintura (CC) e
relagdo cintura-quadril (RCQ) sendo consistentes indicadores para doengas ndo comunicantes
tal como diabetes mellitus do tipo 2 (DM2) (VAZQUEZ et al., 2007) e doengas
cardiovasculares (PANIAGUA et al.,, 2008). De acordo com a OMS a avaliacdo da
circunferéncia da cintura, a RCQ e relacdo peso-cintura (RPC) sdo consideradas medidas

mais fidedignas do que o IMC (WHO, 2008).



Um levantamento realizado entre os anos de 1977-2006 com criancas nos Estados
Unidos demonstrou que o tipo de alimento consumido e a sua origem, tem um impacto na
ingestdo diaria de calorias. Os chamados “Fast Foods” preparados ou ndo fora de casa
aumentam a ingestdo de calorias (POTI & POPKIN, 2011). A escassez de tempo na vida
moderna tem contribuido para o aumento do consumo de alimentos industrializados,
hipercaloricos e com baixo teor nutricional (SMITH er al., 2013). Quando associado ao
sedentarismo, estes fatores potencializam a obesidade.

O desenvolvimento de estratégias para combater a obesidade tornou-se um grande
desafio, ja que ha poucas estratégias de intervengdo bem sucedidas para reduzir sua

incidéncia (O’'BRIEN et al., 2014).

1.1. Obesidade materna

A prevaléncia da obesidade em mulheres em idade reprodutiva em todo o mundo vem
aumentando consideravelmente (DONG et al., 2013), e este fato tem tornado urgente a
necessidade de se compreender a relacdo entre o metabolismo materno, a vida uterina e a
influéncia do sobrepeso materno, tanto na vida pueril quanto na vida adulta da prole
(ROBERTS, 2015).

Dados epidemioldgicos demonstram que o aumento da massa corporal materna esta
associado ao maior risco de defeitos congénitos no coracdo da prole (GUANG- JU et al.,
2014). Varios mecanismos incluindo elevacdo hormonal, sobretudo leptina e insulina,
nutrientes, acidos graxos (AQG), triacilglicerol (TG), glicose e citocinas inflamatdrias ocupam
um papel chave nos efeitos cardiovasculares no pos-nascimento, induzidos pela obesidade
materna. Ja os efeitos causados tardiamente estdo relacionados a lipotoxicidade (acimulo de
metabolitos lipidicos), que é capaz de ativar cascatas de sinalizacdo do estresse tais como
citocinas pro- inflamatérias e estresse oxidativo (DONG et al., 2013). Os mecanismos
associados a obesidade materna e doengas cardiovasculares da prole sdo complexos e
multifatoriais (ROBERTS, 2015).

Um estudo com 13345 homens e mulheres nascidos entre 1934 e 1944 avaliou o IMC
de suas maes durante as respectivas gestagoes e demonstrou associagdo entre a elevacdo do
IMC da gestante e doengas tardias na prole, como doengas cardiovasculares e DM2, esta
ultima correlagdo demonstrou-se mais forte nas mulheres (ERIKSSON et al, 2014).

Além de elevar os riscos para desenvolvimento de doencas cardiovasculares, ha
indicios de que a obesidade materna eleva o risco de desenvolvimento de maior adiposidade e
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compromete o metabolismo glicidico na prole adulta (DRAKE, 2010). O sobrepeso materno
durante a gestacdo esta associado ao crescimento anormal do feto (macrossomia) (GAUDET
et al., 2014). O elevado risco de asma na infincia também est4 associado ao ganho de peso da
gestante (FORNO et al., 2014).

Em relagdo ao sistema nervoso central (SNC), GODFREY e colaboradores (2017)
sugerem que o aumento da adiposidade materna comprometa o desempenho cognitivo e eleve
o risco de desordens neuronais, tal como paralisia cerebral. Além disso, parece haver uma
relagdo entre a dieta materna, desequilibrio intestinal, plasticidade da area tegmental ventral
(VTA) e anormalidades comportamentais especificas associadas a desordens do espectro

autista (BUFFINGTON et al., 2016).

1.2. Interface materno fetal

A placenta ¢ a interface entre a mée e o feto, apesar do sangue materno e fetal nunca
estarem em contato direto. Os nutrientes da mae, tal como oxigénio e glicose devem deixar os
vasos sanguineos materno e entrar no tecido placentario, passando através deste tecido para a
corrente sanguinea fetal (GLUCKMAN & HANSON, 2005).

Como a placenta tem importante papel nutricional, o crescimento fetal ¢ dependente
da disponibilidade e transporte destes nutrientes provenientes da mae. A atividade de um
numero diversificado de transportadores tem sido associada tanto a desnutri¢do quanto a
supernutricdo fetal. Sendo assim, mudancas nos transportadores de nutrientes podem
contribuir diretamente no desenvolvimento anormal do feto (LAGER & POWELL, 2012).
Além disso, alteragdes no fluxo sanguineo umbilical influenciam o transporte através da
placenta (CARTER, 2009).

O principal substrato energético para o feto ¢ a glicose. No entanto, a sintese de
glicose fetal ¢ minima, sendo quase que em sua totalidade fomentada pela glicose oriunda da
circulagdo materna (BAUMANN et al., 2002). Em relagdo ao transporte da glicose sabe-se
que ¢ intermediado através de transportadores especificos para glicose (GLUTs). Na
membrana microvilosa placentaria encontra-se elevada incidéncia de GLUTs, além de uma
ampla area de superficie que somados possibilitam rapido transporte de glicose pela placenta
(BAUMANN et al., 2002).

Segundo ERICSSON e colaboradores (2005b) a isoforma do tipo GLUTI ¢ o
principal transportador de glicose placentario em humanos e roedores, e sua expressdo ¢
aumentada na gestagdo (TAKATA et al., 1994). A placenta humana também expressa
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GLUTS3, GLUTS, GLUT9, GLUT10 e GLUT 12. Durante o primeiro trimestre, a interface
externa da placenta também expressa a isoforma GLUT4, sensivel a insulina (ERICSSON et
al., 2005b; GUDE et al., 2003). O transporte de glicose através da placenta vai
gradativamente aumentando de acordo com o avancar da gestagdo, a regulagdo placentaria do
transporte de glicose difere entre os trimestres (ERICSSON et al., 2005b).

Os acidos graxos ocupam importante papel no desenvolvimento fetal em humanos e
roedores. Sdo estruturas essenciais das membranas celulares, ¢ importantes precursores de
bioativos, sendo assim, fundamentais para o desenvolvimento de tecidos e 6rgdos como ¢
constatado no terceiro trimestre gestacional de humanos, quando sdo rapidamente acumulados
no tecido adiposo fetal e cérebro (CETIN et al., 2009; HAGGARTY, 2010).

Os AG obtidos pela placenta e encaminhados ao feto originam-se de duas fontes de
gorduras predominante na circulagdo materna: acidos graxos ndo esterificados e acidos graxos
esterificados em TG carreados pelas lipoproteinas. Tem sido proposto que os TG materno
sejam a fonte primaria de AG devido seu significativo aumento no final da gestagdo
(HAGGARTY, 2010). Eles sdo transportados em lipoproteinas maternas e disponibilizados
para o transporte transplacentario pela hidrdlise em acidos graxos ndo esterificados. Este
processo ocorre através da atuacdo das lipases expressas na placenta associadas as
microvilosidades placentarias (LINDEGAARD et al., 2006). E possivel que a transferéncia
de acidos graxos da mae para o feto seja dirigida pelo gradiente de concentragdo materno-
fetal (HAGGARTY, 2010).

Modelos experimentais de obesidade materna induzida por dieta hipercalorica tem
demonstrado aumento na expressio de mRNA das FATP (do inglé€s placental fatty acid
transporter) do tipo 1 e 4. Estas proteinas encontram-se integras na placenta e sdo
responsaveis por transportar acidos graxos de cadeia longa (KAZANTZIS & STAHLL, 2012;
ZHU et al., 2010; STRAKOVSKY & PAN, 2012).

Estudos in vitro com trofoblastos humanos e de ovelhas tém demonstrado que a
nutricdo materna afeta as adaptagdes vasculares (MA Y ef al., 2010). Durante a gravidez, os
esteroides sexuais regulam as adaptagdes vasculares. O tonus vascular placentario no lado
fetal ¢ regulado e mantido pela sintese e liberacdo de moduladores vasoativos do endotélio
(NO, L-arginina, guanilato ciclase) (HALL et al., 2001; MYATT, 2010), por isso este 6rgao €
suscetivel a obesidade materna e desequilibrios endoteliais. Estas disfungdes endoteliais

placentarias podem influenciar no remodelamento da artéria espiral no momento da invasdo



trofoblastica, promovendo um inadequado estabelecimento da placenta e, consequentemente
originando uma placenta insuficiente (ROBERTS et al., 2015).

SABEN e colaboradores (2014) demonstraram que gestantes obesas apresentam 50%
a mais de lipideos no ambiente placentario, o que diminui os reguladores de angiogénese.
Além disso, modelos de obesidade materna com roedores através da ingestdo de dieta
hiperlipidica tém demonstrado invasdo trofoblastica inadequada e prejuizos no
estabelecimento da placenta (HAYES et al., 2012). A insuficiéncia vascular placentaria altera
a hemodinamica fetal a fim de preservar o crescimento de 6rgéos vitais do feto (ROBERTS et
al., 2012; WLADIMIROFF et al., 1987). Estas adaptacdes vasculares provocam modificagdes
estruturais e fisiologicas que prejudicam o desenvolvimento cardiovascular (ROBERTS et al.,
2015; GUTTMACHER et al, 2014).

A placenta apresenta duas faces: a externa, voltada para o lado materno e a interna
voltada para o lado fetal. A face externa ¢ formada por uma membrana microvilosa onde ha
aumento na superficie placentaria e um elevado nimero de variados tipos de transportadores
de nutrientes, no qual se destaca o sistema A (LAGER & POWELL, 2012). Este sistema de
transporte de aminoacidos facilita o transporte de aminoacidos neutros ndo essenciais tais
como a alanina, a glicina e a serina (JASSON, 2001). A insulina estimula a atividade do
sistema A a curto e longo prazo (JASSON et a/, 2003). O acido oleico, também aumenta a
atividade do sistema A (LAGER et al., 2010).

O tecido adiposo, especialmente no compartimento visceral, tem sido considerado ndo
apenas um tecido de armazenamento de energia, mas também um Orgdo que libera uma
variedade de moléculas biologicamente ativas conhecidas como adipocinas ou adipocitocinas
(AHIMA & FLIER, 2000), como a leptina, adiponectina, lipocalina-2, resistina e vifastina
(CONDE et al., 2011).

A presenca de adiponectina, de cadeia longa, ¢ capaz de inibir o efeito estimulatorio
da insulina sobre o sistema A, porém a forma da adiponectina também ¢ importante, uma vez
que a adiponectina globular aumenta a atividade do sistema A, enquanto a adiponectina de
cadeia longa sozinha ndo o faz (JONES et al., 2010). Esse enunciado foi ratificado por
ROSARIO e colaboradores (2012), através da infusdo de adiponectina de cadeia longa em
camundongos prenhas, o que resultou em reducdo da atividade do sistema A placentario e do
crescimento fetal. A leptina exerce efeito somente a curto prazo no sistema A (JANSSON et

al, 2003).



O receptor de insulina (IR) ¢ altamente expresso na membrana microvilosa
placentaria, desta forma a insulina materna pode ativar estes receptores afetando o transporte
de glicose para o feto (RUIZ-PALCIOS et al, 2017). De acordo com ERICSSON e
colaboradores (2005), ndo se observa o efeito da insulina no inicio da gravidez, seu estimulo
sobre o sistema A ¢ observado a partir do terceiro trimestre.

A transferéncia de lipideos da mae para o sangue do feto por intermédio placentario é
um processo regulado pelos niveis de insulina, tanto nas gravidas saudaveis quanto nas
portadoras de DM2. Isto foi evidenciado quando células trofoblésticas de gestantes normais
foram incubadas com insulina e AG (processo que se assemelha com o que ocorre no DM2) o
que resultou no aumento da formagdo de micelas. Isto sugere que os trofoblastos estejam
envolvidos no empacotamento de lipideos. A superexpressdo de adipofilina (proteina
envolvida no transporte ¢ estocagem de acidos graxos em adipdcitos) foi constatada durante o

processo (ELCHALAL et al., 2005).

1.3. Programacio metabdlica

O conceito de programagdo metabdlica surgiu a partir da hipotese fetal de BARKER
(1995). Esta hipotese emergiu apds anos de estudos experimentais com animais que
demonstraram que a desnutrigdo antes do nascimento, do meio até o final da gestacao,
programa de modo persistente mudangas na fisiologia da prole. Observa¢des em humanos
demonstraram que a desnutri¢do nestes periodos promoviam baixo peso ou tamanho ao
nascer, ou criangas pequenas em relagdo ao tamanho da placenta com aumento na taxa de
doengas cardiacas (BARKER, 1995). Quando o feto é submetido a subnutri¢do neste periodo,
ocorrem padrdes especificos de crescimento fetal desproporcional (BARKER et al., 1993;
BARKER, 1994).

Estudos tém demonstrado que o periodo intrauterino e a lactacdo sdo fases de
desenvolvimento do individuo, em que este esta vulneravel aos insultos (ambiental, hormonal
ou nutricional) (BARKER et al., 2014; GODFREY et al., 2000; ROSEBOOM et al., 2001).
Desde a concepg¢do, as caracteristicas fisiologicas e psicologicas do organismo estdo sendo
determinadas pelas condigdes nas quais estdo sendo submetidas durante o periodo de
formag@o, desde o inicio da divisdo dos blastocistos, a implantacdo no endométrio materno e
invasdo trofoblastica, todos s3o harmonizados pela quantidade ¢ qualidade dos nutrientes
obtidos através da placenta (FERNANDEZ- TWINN & OZANNE, 2010). Insultos de origem
nutricional durante periodos decisivos do desenvolvimento do individuo pode promover
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alteracdes na organogénese, tanto na formacao tecidual ou no metabolismo, podendo levar a
alteragdoes na fase adulta (LANGLEY- EVAN & MCMULLEN, 2010; SEGOVIA et al.,
2014).

Durante a gestacdo, da concepcao até o nascimento, cada 6rgdo e tecido diferenciam-
se e crescem em periodos diferentes, este momento é denominado de “periodo critico” o que
faz com que cada tecido tenha um “timing” para o periodo critico (WIDDOWSON &
MCCANCE, 1975). A caréncia nutricional retarda a divisdo celular através da concentragdo
de fatores de crescimento ou hormonios, dos quais a insulina ¢ os horménios do crescimento
sdo particularmente importantes. O crescimento desproporcional pode ocorrer porque
diferentes tecidos possuem periodos criticos de desenvolvimento em momentos diferentes
(BARKER, 1995). Alguns estudos experimentais demonstraram que a subnutri¢do, mesmo
em curtos periodos durante a gestacdo levam a mudancgas persistentes na pressdo arterial, no
metabolismo do colesterol, na resposta da glicose a insulina, ¢ em uma série de outros
parametros metabdlicos, endocrinos e imunolégicos (BARKER, 1994).

A “hipotese do fenotipo poupador” foi postulada por HALES ¢ BARKER em 2001.
Esta hipotese propdoe que adaptagdes fetais que visam a otimizacdo e uso reduzido de
suprimentos pode garantir a sobrevivéncia em um ambiente intra- uterino adverso. Contudo,
favorecendo o desenvolvimento de alguns 6rgdos em relagdo a outros, ocasionando alteragdes
persistentes no crescimento e funcdo do desenvolvimento tecidual. As observagdes baseadas
na hipotese do fendtipo poupador tém sido validadas a partir de estudos experimentais e
epidemiologicos e dio suporte a “teoria do desenvolvimento da satide e da doenga”, teoria
conhecida como DOHaD, do inglés developmental origins on the health and disease (HALES
& BARKER, 2001; SIMMONS, 2005).

A nutricdo subotima durante periodos criticos do desenvolvimento (gestacdo e
lactag@o) afeta a satde a longo prazo (FERNANDEZ- TWINN, 2012), podendo influenciar
na vida adulta, tornando este organismo mais suscetivel a doengas (FERNANDEZ- TWINN
& OZANNE, 2010). A disfungdo organica na sindrome metabdlica e no DM2 ¢é coerente com
0 que ocorre na plasticidade orgénica delineada pela hipotese poupadora. Apesar de mais de
45 genes estarem associados ao DM2, estes representam apenas 10% da origem
constitucional do DM2, indicando que as principais causas do DM2 tem como responsavel
um fator ndo genético que poderia estar relacionado ao inicio da vida (VAAG et al., 2012). A

programacao fetal apresenta importante papel na origem da sindrome metabolica, DM2 e



doencgas cardiovasculares em decorréncia da resisténcia a insulina (HALES & BARKER,
2001).

As observacdes de David Baker e colaboradores em uma série de estudos
epidemiologicos tém proporcionado evidéncias para a associagdo entre insultos ambientais e
nutricionais no inicio da vida e os principais fatores de risco (hipertensdo, resisténcia a
insulina e obesidade). Além disso, existem indicios de que uma sucessdo de adaptagdes
moleculares, metabodlicas, neuroendocrinas e fisioldgicas ocorra mediante desequilibrios
ambientais que resultam em alteragdes perpétuas no padrdo de desenvolvimento tecidual e
celular (MCMILLEN & ROBINSON, 2005) o que esta exteriorizando-se como doengas nao
transmissiveis na vida adulta.

O estudo com modelos experimentais tem demonstrado a semelhanca bioldgica na
populacdo humana e na causualidade entre a exposi¢do nos primoérdios da vida de cada ser e
os fatores de risco metabdlico no término da vida (LANGLE & MACMULLEN, 2010).
Estudos com ratas Wistar alimentadas com dieta controle (C,18% de proteina) ou dieta
restrita de proteinas (RP, 9% de proteinas) durante a gestagdo e lactagdo originou prole RP
macho com doengas cardiovasculares aos 4 meses de vida, demonstrando mudanga fenotipica
em resposta adaptativa a caréncia proteica no periodo de desenvolvimento (RODFORD et al.,
2008).

A influéncia da obesidade materna na pressdo sanguinea da prole foi demonstrada
através de estudos com ratas fémeas (Sprague- Dawley) com obesidade induzida por dieta
hipercalorica (20% de gordura e 10% agucar simples) antes da prenhez. A hipertensdo na
prole manifestou-se aos 30 dias de idade e pode ter sido promovida pela persistente hiper
responsividade simpato- excitatéria associada a hiperleptinemia neonatal adquirida nos
estagios iniciais do desenvolvimento (SAMUELSSON et al., 2010).

Outro estudo de SAMUELSSON e colaboradores (2013) demonstrou que filhotes de
ratas (Sprague-Dawley) magras quando tratadas com leptina entre 9° e 15° dia pos natal,
apresentaram alteragdes permanentes na pressao arterial, estrutura e funcdo cardiaca desde o
periodo neonatal até a vida adulta. Este modelo mimetiza o excesso de leptina observada na
prole de parturientes obesas.

YEE e colaboradores (2016) programaram a prole de ratas (Sprague- Dawley) para
restricdo do crescimento intra-uterino (RCIU) apos submissao das matrizes a dieta isocalorica
rica em gordura durante a gestacdo e lactacdo. A RCIU, ¢ causada por alguma deficiéncia na

passagem de nutrientes e/ou oxigénio através da placenta ou caréncia nutricional, e leva a



obesidade na fase adulta e resisténcia a insulina. A prole macho RCIU, aos 6 meses de idade,
demonstrou aumento na sintese de acidos graxos de novo (acidos graxos sintetizados a partir
de carboidratos pela atuagdo da enzima acetil CoA carboxilase 1 (ACC1) que converte acetil-
CoA em malonil CoA e posteriormente em AG) no tecido adiposo subcutaneo
prematuramente e tardiamente no tecido adiposos visceral, porém fémeas RCIU ndo exibiram
o mesmo fendtipo (aos 9 meses de idade), demonstrando dimorfismo sexual. Apesar do
processo de formacdo de AG de novo ocorrer a partir da ingestdo de carboidratos, este
processo pode ser suprimido pela ingestdo de dieta rica em gordura. No entanto, isto ndo
ocorreu nos machos da prole RCIU submetidos & dieta rica em gordura. E possivel que a
sintese de AG de novo seja um efeito intrinseco a programagao que persiste até a idade adulta
e ndo ¢ suprimido em resposta a dieta rica em gordura.

Um modelo experimental com a prole de ratas Wistar que foram submetidas a dieta
hiperlipidica durante o periodo pré-gestacional e até o final da lactacdo foram divididas em
dois grupos, os que foram submetidos a um periodo de duas semanas de estresse (DHE) e
outro que ndo sofreu estresse (DH). Outra prole de ratas Wistar alimentadas com dieta
controle do periodo pré-gestacional até o final da lactacdo foi dividido em dois grupos, os que
foram submetidos ao estresse (DCE) pelo periodo de duas semanas e a prole que nao foi
submetida ao estresse (DC). Os grupos submetidos ao estresse foram colocados em camaras
de acrilico para a retengdo por estresse com uma comunicagdo com outra caixa para estresse
por choque nas patas (10s a cada 1 min por 1h) e superlotacdo em caixa acrilica (8 ratos por
caixa durante 24 horas). Aos 70 dias de idade a prole hiperlipidica submetida a estresse
(DHE) demonstrou maior secrecdo de insulina (e consequente clevagdo da glicemia) e
expressdo de mRNA e de proteinas dos transportadores de glicose do tipo 2 (GLUT2) do que
a prole hiperlipidica ndo submetida ao estresse (DH). Quando a prole DHE foi comparada a
prole DCE observou-se que a dieta rica em gordura parece intensificar a resposta ao estresse
pela mudanga na programagdo do sistema neuroendocrino da prole (KARBASCHI et al.,

2017).

1.4. Hipertrofia cardiaca

O coragdo precisa bombear continuamente sangue para que distribua oxigénio e
nutrientes para todo corpo. Para desempenhar seu papel o coragdo possui um complexo
sistema biologico que permite adaptagdes para mudancas no sistema de demanda. Estas

adequagoes cardiacas podem ocorrer através do processo de crescimento ou remodelamento



(hipertrofia), angiogénese e plasticidade metabdlica e estdo intrinsecamente envolvidas na
manutengdo da homeostasia cardiaca (SHIMIZU & MINAMINO, 2016).

Vale ressaltar que quando o coracdo ¢ submetido a uma elevada carga de trabalho por
determinado periodo de tempo ha o remodelamento. A hipertrofia cardiaca ¢ uma das formas
de remodelamento em resposta a sobrecarga pressorica. O processo hipertrofico ¢€
caracterizado pelo alargamento individual dos cardiomidcitos. Para tal, ha alteragdes
moleculares, celulares e intersticiais estratégicas, a fim de reduzir o estresse de parede sofrido
pelo coragdo (KEHAT et al., 2010; CONH et al., 2000).

Além da hipertrofia decorrente de sobrecarga pressorica, a doenca inflamatoria
(miocardite), cardiomiopatia idiopatica dilatada e a sobrecarga de volume (regurgitacdo
valvar) também induzem remodelamento cardiaco. Apesar das causas destas doencas serem
diferentes elas compartilham entre si eventos moleculares, bioquimicos e celulares que juntos
alteram a morfologia do miocardio (KEHAT et al., 2010).

Existem dois tipos de hipertrofia, distintas morfologicamente: a hipertrofia excéntrica
e a concéntrica. A presenga de sobrepeso pode influenciar no tipo de hipertrofia desenvolvida.
Por exemplo, em individuos magros, a hipertensdo arterial induz hipertrofia cardiaca
concéntrica, no entanto, em individuos com sobrepeso, a hipertensdo promove hipertrofia
excéntrica, ambos com aumento de espessamento de parede ventricular (BRAY, 2004). A
hipertrofia excéntrica caracteriza-se pelo aumento do comprimento em relacdo a largura do
cardiomiocito, promovendo aumento do raio interno do ventriculo. Este tipo de crescimento €
bem evidenciado na dilatacdo cardiaca, onde o coracdo aumenta de tamanho com a adi¢do dos
sarcomeros em série, perda da largura celular e alongamento dos cardiomidcitos. A
hipertrofia concéntrica ¢ caracterizada pela montagem das unidades contrateis em paralelo,
resultando no aumento individual da largura dos cardiomiocitos, levando a diminui¢ao do raio

interno do ventriculo (HUNTER & CHIEN, 1999; GAASCH, 1979) (Fig. 1).
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Sarchmerno

Coracho Normal

Sarcomeros adicionados em paralelo: Hipertrofia concéntrica

Sarcémeros adicionados em série: Hipertrofia excéntrica

Figura 1: Representacio do posicionamento dos sarcomeros em células cardiacas hipertrofiadas (OPIE et

al, 2006).

Além dos remodelamentos padrdes excéntrico e o concéntrico ha um terceiro tipo de
remodelamento, o infarto do miocardio (IM), onde diferentes padroes podem atuar tornando o
tecido infartado dilatado, promovendo aumento do volume ventricular esquerdo associado ao
aumento de carga pressorica em areas nao infartadas (OPIE, 2004). Apds o infarto do
miocardio, o comprimento do cardiomiocito e a largura estdo aumentados e possivelmente a
espessura da parede dos ventriculos pode estar reduzida. A aparente divergéncia pode ser
explicada pela diminuicdo no ntmero dos cardiomidcitos e deslizamento entre os
cardiomiocitos e a matriz extracelular (ECM), e mudancas na trama da parede (ANVERSA et
al., 1991).

A resposta do coracdo a injuria e ao estresse pode ser visualizada macroscopicamente
e de maneira diversificada. Logo ap6s o IM a érea lesionada expande-se, seguida por
dilatacdo regional e adelgagamento da area infartada. Em seguida o coracdo escarifica e
remodela de tal forma que as alteragdes na simetria tornam o cora¢cdo menos eliptico e
esférico com as paredes mais delgadas (BRAUNWALD & PFEFFER, 1991).

A hipertrofia ventricular esquerda pode ser adaptativa, compensatoria ou
maladaptativa, como sugerido pelos padrdes de vias de sinalizacdo, modelos com animais
geneticamente modificados e observagdes clinicas. A transicdo de hipertrofia supostamente
compensatoria para faléncia cardiaca indica mudanga entre o balanco de metaloproteinases e
seus inibidores, efeito das espécies reativas de oxigénio (EROS), resposta neuro-humoral e

morte celular (OPIE, 2006).
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A hipertrofia cardiaca pode ser classificada como fisiologica quando estd aliada a
funcdo cardiaca normal ou patoldgica quando associada a disfungdo cardiaca. A hipertrofia
fisiologica ocorre em resposta ao crescimento normal de criancas ou durante a gravidez, bem
como em atletas nos quais se constata aumento na dimensdo da camara e aumento
proporcional ou auséncia de mudangas no espessamento da parede sem indugdo de fibrose ou
reativacdo de genes da programacdo fetal, além de ndo ser fator de risco para arritmia,
reducdes na funcdo cardiaca ou futura faléncia cardiaca (PERRINO et al., 2006; BEISVAG
et al., 2009; KEHAT et al., 2010; SHIMIZU & MINAMINO, 2016).

A hipertrofia cardiaca fisioldgica ¢ amplamente mediada por sinaliza¢do do fator 1 de
crescimento ligado a insulina e horménio de crescimento e sdo transduzidos via sinalizagdo
PI3K/ AKT (DORN & FORCE, 2005), o que foi demonstrado pelo trabalho de SHIO e
colaboradores (2000), onde a hipertrofia induzida por exercicios foi demonstrada em
camundongos expressando constituitivamente a forma ativa PI3K e outro grupo de
camundongos dominantes negativos para PI3K especificamente no coragdo. Os camundongos
que expressavam de maneira constituitiva PI3K cardiaco exibiram um fendtipo com coragdo
aumentado, enquanto os que expressavam dominancia de PI3K negativo exteriorizaram
coragdes pequenos. O aumento ou diminuicdo destes coracdes estavam intrinsecamente
relacionados ao tamanho nos cardiomiocitos além de ndo apresentarem disfungdes contrateis
e fibrose intersticial.

A hipertrofia patologica ¢ impelida por fatores tal como estresse hemodinamico
prolongado e anormal provocado por distirbios como hipertensdo, infarto do miocardio
dentre outros. E notério na hipertrofia patologica associagdes com fibrose, rarefacio capilar,
aumento na produgdo de citocinas pro-inflamatorias e disfuncao celular, comprometimento da
sinalizagdo, supressdo de autofagia, e interacdes anormais entre os cardiomidcitos e outros
tipos celulares, bem como alteragdes epigenéticas levando ao remodelamento maladaptativo e
faléncia cardiaca (SHIMIZU & MINAMINO, 2016).

Ha indugdo de crescimento dos cardiomidcitos quando ocorre superexpressio por
tempo prolongado de AKT no coragdo, promovendo crescimento cardiaco patologico
(CONDORELLI et al., 2002).

No miocardio além de regular a utilizacdo do substrato, a insulina também esta
envolvida no processo de hipertrofia cardiaca. A regulacdo do tamanho do miocardio e as
respostas do miocardio ao estresse hemodinamico sdo mais comumente mediadas via ativagdo

da via PI3K/AKT (ABEL, 2004).
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Estimulo excessivo de receptor adrenérgico do tipo Bl (B1-AR), aumento na secrecdo
de hormonios como T3 (Triiodotironina) e leptina também estdo envolvidos no processo de
remodelamento cardiaco (ENGELHARDT et al., 1999; KLEIN & OJAMAA, 2001; HALL et
al., 2015).

Aumento na estimulacdo ¢ sintese dos P1-AR estdo associados a hipertrofia dos
cardiomiocitos, fibrose miocardica, comprometimento na contragdo e fun¢do cardiaca
(KUDEJ et al., 1997; LEOPOLDO et al., 2010; WOO & XIAO, 2012). Estas associagdes
foram observadas em pacientes obesos e em modelos experimentais com programacao
metabolica (RIDER et al., 2012; LEOPOLDO et al., 2010; SAMUELSSON et al., 2010). O
hormoénio T3 estimula a sintese de f1-AR nas células cardiacas tornando-as mais responsivas
as catecolaminas, desta forma atua indiretamente sobre a fosforilacdo dos canais de calcio do
tipo L, RyR (receptor de rianodina) e SERCA-2 (bomba de Ca”" do reticulo sarcoplasmatico)
promovendo aumento na velocidade de contrag@o e relaxamento do miocardio e aumento de
forga durante a contragdo cardiaca, tornando o débito cardiaco maior (KLEIN & OJAMAA,
2001).

Além de induzir hipertrofia cardiaca através de estimulacdo dos receptores B1, os
horménios tireoideanos podem mediar a fase inicial da hipertrofia fisioldgica com aumento
nos niveis de SERCA-2 e diminui¢do na expressdo de f-MHC (cadeia pesada de miosina do
tipo PB), porém quando este processo ¢ duradouro, a sobrecarga pressorica induz faléncia
cardiaca o que ocasiona hipertrofia patoldgica (DILMANN, 2009).

Estudos clinicos tém relacionado hiperleptinemia com o desenvolvimento de
hipertrofia cardiaca em obesos. Esta adipocina eleva o crescimento celular em culturas de
cardiomiocitos (PAOLISSO et al., 2001; HALL et al., 2015). Porém, ndao estd bem
estabelecido se a inducdo de hipertrofia pela hiperleptinemia ocorre em decorréncia do
aumento na frequéncia cardiaca e consequente aumento no trabalho cardiaco ou pela
contribuicdo da leptina na fun¢do endotelial e rigidez vascular, o que também contribui com a
hipertrofia cardiaca. (CARLYLE et al., 2002; SINGHAL et al., 2002). Um estudo com ratos
machos Spragley Dawley submetidos a infusdo cronica de leptina demonstrou aumento de
pressdo arterial com aumento na pds carga cardiaca. Isso ocorre porque a hiperleptinemia
estimula o sistema simpatico (SHEK ez al., 1998).

A compreensdo do mecanismo de atuacdo da leptina na hipertrofia cardiaca ¢é
complexa, pois a hiperleptinemia é acompanhada de obesidade (MAFFEI et al., 1995). A

obesidade quase sempre ¢ acompanhada por hipertensdo, que ¢ a causa mais comum de
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hipertrofia cardiaca (VASAN , 1996). Além da hipertensdo, o aumento de massa corporal
pode promover a hipertrofia através de outros mecanismos: neuro-humoral (sistema renina-
angiotensina-aldosterona), ativacdo do sistema nervoso simpatico, resisténcia a insulina e
hiperglicemia (VASAN , 2003; HALL et al., 2010).

A leptina estimula o metabolismo cardiaco através da oxidag¢do de glicose e acidos
graxos e protege o coragdo do acumulo de lipideos e lipotoxicidade cardiaca (PAOLISSO et
al., 2001; HALL et al., 2015). Os receptores de leptina sdo altamente expressos no coragao
(GREEN et al., 1995). Delegdes dos receptores de leptina resultam em diminui¢do da funcdo
contratil e do metabolismo da glicose (MCGAFFN et al., 2011). A infusdo intravenosa aguda
de leptina aumentou a taxa de turnover de glicose e estimulou o transporte de glicose em
orgaos periféricos, inclusive no coragcdo. O aumento de 6 vezes no transporte de glicose no
miocardio ndo altera significativamente a frequéncia cardiaca (BURCELIN et al., 1999).
Tanto a infusdo intravenosa quanto a intracerebroventricular (ICV) de leptina promoveram
aumento na taxa de furnover de glicose em camundongos C57BL/6J (HAQUE et al., 1999).
J4 uma tnica inje¢do in bolus de leptina no hipotalamo ventromedial de ratos jovens Sprague
Dawley resultou em aumento de 4 vezes no transporte de glicose (MINOKOSHI et al.,
1999).

Delegdes nos receptores de leptina no coragdo promovem choque cardiogénico e
morte dos animais, possivelmente este resultado pode estar relacionado com prejuizos no
metabolismo energético do miocardio (HALL et al., 2012).

Coracdes de ratos, Sprague Dawley, perfundidos com palmitato e glicose na presenca
de uma dose de leptina (60 ng/ mL) aumentaram suas taxas de oxidagdo de palmitato em 60%
e diminuiu o contetdo de TG em 33%. Nao foi observada nenhuma diferenca na oxidagdo de
glicose. Apesar da leptina ndo afetar o trabalho cardiaco, foi notada elevagdo no consumo de
0, em 30% e redugdo na eficiéncia cardiaca (ATKINSON et al, 2002). A elevagdo no
consumo de O, ja era esperada, pois o metabolismo de acidos graxos pelo coragdo aumenta o
consumo de O, (FILLMORE & LOPASCHUCK, 2011). A incubagdo de cardiomidcitos de
ventriculos de ratos neonatos com leptina por 72h induziu a expressdo de PPARa (do inglés,
the peroxissome proliferator- activated receptor a), ativador chave do metabolismo dos AG
no coragdo (HOU et al., 2010).

FRANCO e colaboradores (2012) utilizando um modelo de programacio através do
consumo materno de dieta hiperlipidica demonstraram que a prole de machos ao desmame

desenvolveu obesidade, hiperleptinemia e comprometimento da ativacao da via de sinalizagdo
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da leptina no nticleo arqueado, o que indica resisténcia central a este hormonio. Além disso, o
aumento no conteudo de catecolaminas na medula adrenal e o aumento nos niveis séricos de
T3 total e T4 livre, sugerem que essas alteracdes a longo prazo possam comprometer a funcao
cardiaca da prole.

A hipertrofia cardiaca foi demonstrada em alguns modelos experimentais de
programacao metabolica, tais como o desenvolvido por BLACKMORE e colaboradores
(2014), nos quais o consumo de dieta materna rica em lipideos e agucar ndo alterava a massa
corporal dos filhotes, porém, induziam hipertrofia ventricular esquerda (detectada na 3* e &
semanas de vida da prole). Apesar disso, no 3° més de vida da prole ndo se observou mais
hipertrofia cardiaca, porém verificou-se diminui¢do na pressao desenvolvida pelo ventriculo
esquerdo e na velocidade de relaxamento, além de aumento na resposta simpatica cardiaca
(BLACKMORE et al., 2014). Dietas que promovem a obesidade materna também promovem
aumento nas concentracdes séricas de insulina com resisténcia insulinica e hipertrofia
cardiaca em filhotes de 2 meses de idade sem alteracdo da massa corporal da prole

(SAMUELSSON et al., 2008).

1.5. Metabolismo cardiaco

O metabolismo cardiaco nao utiliza apenas um tipo de substrato para sua manutengao,
ele conta com sua plasticidade metabolica para modificar a fonte energética de acordo com a
oferta de nutrientes e adversidades ambientais. A primeira transi¢do metabolica ocorre
naturalmente no coracdo fetal (TAEGTMAYER et al., 2010). O metabolismo cardiaco antes
do nascimento faz uso de carboidratos para sua subsisténcia, onde o glicogénio ¢ a principal
fonte de armazenamento de energia (PEDERSON et al., 2004). Ap6s o nascimento ha
mudanga na preferéncia cardiaca para os acidos graxos, o que ¢ acompanhado pela expressio
de isoformas de enzimas e proteinas envolvidas no metabolismo do coracdo de adultos
(AKKI et al., 2008; YOUNG et al., 2001).

A mudanca na preferéncia de glicose por acidos graxos € possivel porque além da
disponibilidade de variados substratos, o coragdo conta com o auxilio de mecanismos
regulatorios complexos como regulagdo transcricional e modificagdes pos traducionais de
proteinas importantes como a PGC-1 (do inglés, transcriptional peroxisome proliferator-
activated receptor y coativator- 1) e PPARa, envolvidas em cada via metabolica bem como
na regulacdo alostérica pelos substratos e seus metabolitos (ALAYNICK et al., 2007;
LEHMAN et al., 2000; MICHALIK et al., 2002).
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Durante a faléncia cardiaca os coracdes adultos reduzem a expressdo de genes
transcricionais metabolicos de um coracdo adulto tornando-se semelhante a um coracao fetal.
A expressdo de proteinas como os transportadores GLUT1 e GLUT4, a piruvato
desidrogenase cinase 2 (PDK2), mGS (do inglés, muscle- glycogen synthase), mCPT-1,
MCAD (do inglés, medium chain acyl- CoA dehydrogenase) e acetil CoA carboxilase (ACC)
estdo alteradas nos coracdes em faléncia quando comparados a coragdes adultos saudaveis,
mimetizando assim o metabolismo fetal (RAZEGHI et al., 2001).

Ha também estimulos transcricionais diferentes de acordo com a disponibilidade de
oxigénio no perfusato, por exemplo, a regulacdo da transcricdo pelo fator indutivel por
hipoxia la (HIF-la) € responsavel por adaptacdes metabolicas em caso de hipoxia e
isquemia. Este processo pode ser visualizado através da exposi¢@o de fibroblastos deficientes
de HIF-1 a na hipdxia cronica onde ha morte celular devido a presencga excessiva de EROs.
HIF-1a reduz a producdo de EROs sob condicdes de hipdxia por multiplos mecanismos
incluindo: aumento na eficiéncia do complexo IV (enzima citocromo c¢ oxidase); inducdo da
BNIP3 (proteina mitocondrial que desencadeia a autofagia mitocondrial seletiva); inducdo de
microRNA-210 no qual bloqueia a montagem de grupos Fe/S que sdo requeridos para a
fosforilagao oxidativa (SEMENZA, 2011).

O metabolismo dos lipideos e carboidratos sdo essenciais no coragdo. A glicose € o
lactato s@o os carboidratos utilizados pelos cardiomidcitos, enquanto os acidos graxos
(principalmente acido oleico e acido palmitico) sdo os lipideos essencialmente oxidados.
Além destas fontes metabodlicas, em condi¢des anaerdbias, os corpos cetonicos e o0s
aminodcidos também podem ser utilizados como substrato cardiaco (LOPASCHUK et al.,
1994), visto que a presenca destes substratos ¢ baixa sob condigdes fisiologicas adequadas
(MCNULTY et al., 2000). Glicogénio e o triacilglicerol sdo as formas de armazenamento de
carboidratos e lipideos, respectivamente (GOODWIN et al., 1998). Uma variedade de
condi¢cdes patofisiologicas, como hipoxia, isquemia, hipertrofia, atrofia, diabetes,
hipotireoidismo podem promover a reprogramacdo génica do metabolismo cardiaco adulto
para o fetal (TAEGTMEYER et al., 2010).

Apesar do suprimento energético primordial no cora¢do ndo fetal ser composto por
acidos graxos livres (ligado a albumina) e ésteres de gordura (presente nos quilomicrons e
lipoproteinas de baixa densidade) (LOPASCHUK et al., 1994), durante aumento de trabalho
cardiaco, hipdxia e isquemia, o coracdo aumenta a preferéncia por glicose tornando este

carboidrato seu principal combustivel nestas ocasidoes (OPIE, 2004), sendo crucial para a
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sobrevivéncia celular (SCHAEFER & RAMASAMY, 1997). A B-oxidagdo, por outro lado, ¢
suprimida na isquemia cardiaca, levando ao actimulo de acetil coezima A (CoA) e dos niveis
de triglicerideos intracelular (NEELY & MORGAN, 1974).

A preferéncia por carboidratos ou acidos graxos também ¢ influenciada por taxas de
consumo ¢ produgdo de compostos de elevada energia no musculo cardiaco. A maior oferta
de AG suprime a utilizacdo de glicose pela inibicdo de varios passos da via glicolitica, tais
como: reducdo da expressio de GLUTs e da atividade das enzimas, hexoquinases,
fosfofrutoquinase, gliceraldeido 3-P desidrogenase, piruvato quinase, piruvato desidrogenase
e glicogénio sintase (NEELY & MORGAN, 1974). Tal preferéncia também pode ser
influenciada por alteracdes na concentracdo de ATP, de elementos da via glicolitica e
mudanga de pH. Quando a necessidade energética de coracdes bem oxigenados esta elevada,
o consumo de acidos graxos/ ou glicose ¢ acelerado, porém a disponibilidade de oxigénio no
coragdo pode ser restringida pela diminuicdo ou reducdo a zero da tensdo de oxigénio do
perfusato, causando hipoxia ou andxia, ou pela restricdo do fluxo de perfusato contendo
elevadas tensoes de oxigénio induzindo isquemia. Na hipdxia ou andxia cardiaca, a oxidagao
dos acidos graxos € abolida e a glicdlise ¢ estimulada e a aceleragdo da glicolise pode ser de
10 a 20 vezes maior, ja na isquemia o aumento da glicolise ¢ apenas transiente (NEELY &
MORGAN, 1974).

A escolha pela fonte energética cardiaca depende de flexibilidade metabolica para
derivar esta energia de substratos predominantes no plasma (LOPASCHUK et al., 1994).
Ap6s alimentacdo (pds-prandial), a principal condi¢do energética ¢ derivada de lipideos na

dieta (HAUTON et al., 2001).

1.5.1. Catabolismo dos principais substratos cardiacos

Quando a glicose e os acidos graxos sdo transformados em grupo acetil de 2 carbonos
unidos de maneira covalente a coenzima A, estdo aptos para entrar no ciclo de Krebs e ativar
as vias metabolicas. Sendo assim, a quebra e ressintese faz parte do processo do metabolismo
(OPIE, 1992).

A glicose ¢ uma molécula hidrofilica e como tal ndo se difundie livremente através
das membranas celulares. As duas familias de transportadores de glicose sdo os
cotransportadores de sodio-glicose (SGLTSs) e os transportadores GLUT de difusdo facilitada
(YULI et al., 1981). O GLUT4 ¢ um GLUT dependente de insulina que & expresso
primariamente no musculo e no tecido adiposo. Em resposta a sinalizagdo por insulina, o
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GLUT4 ¢ inserido na membrana plasmatica (SLOT et al, 1991). No jejum, os
transportadores GLUT4 sdo continuamente reciclados entre a membrana celular e os varios
compartimentos intracelulares. Na presenca do estimulo de insulina, a taxa de translocagdo
para a membrana plasmatica com subsequente fusdo das vesiculas contendo GLUT4 na
membrana aumenta intensamente, além de ocorrer pequena redugdo da taxa de internalizagao
(MARIN-GARCIA & GOLDENTHAL, 2002).

Uma vez que a insulina se liga a seu receptor, IR, este sofre autofosforilagdo. Em
seguida, este fosforila substratos proteicos em tirosina. Atualmente, dez substratos do
receptor de insulina ja foram identificados. Quatro desses pertencem a familia dos substratos
do receptor de insulina, as proteinas IRS (do inglés, insulin receptor substrate). A
fosforilagdo em tirosina das proteinas IRS cria sitios de reconhecimento para moléculas,
dentre as quais se destaca a PI3K. O produto fosfatidilinositol-3,4,5- trifosfato gerado pela
PI3K que pode regular a PDK- 1 (do inglés, phosphoinositide kinase 1), uma serina/treonina
cinase que fosforila e ativa a AKT ou PKB, uma outra cinase, promovendo o direcionamento
das vesiculas contendo GLUT4 para a membrana plasmatica (YVONNE et al, 2008).

Ainda que o catabolismo da glicose resulte principalmente em piruvato para
subsequente oxidacdo, intermedidrios glicoliticos podem participar em vérias vias adicionais
que ndo cumprem a finalidade de gerar ATP. Apesar do pequeno fluxo, estas vias sdo de
relevancia bioldgica no coracdo, tal como ocorre na conversdo da glicose em glicose 6 fosfato
(G6P) pela hexoquinase, a primeira enzima limitante da via pentose fosfato. A G6P ingressa
na via pentose fosfato, rendendo dinucleotideo adenina nicotinamida fosfato (NADPH)
durante a fase oxidativa e agucar de 5 carbonos na fase subsequente nao oxidativa (ZIMMER,
1996). A deficiéncia de G6P desidrogenase (enzima que converte a GOP a ribose- 5- fosfato,
CO, e NADPH, desviando-a da glicolise) agrava a injuria em consequéncia da isquemia e
reperfusdo em camundongos (JAIN et al., 2004), indicando o papel protetor da via pentose
fosfato contra a injuria oxidativa (ZIMMER, 1992).

O piruvato formado a partir da glicolise pode ser convertido em lactato ou ser
transportado para a mitocondria e sofrer descarboxilacdo a acetil-CoA, ou carboxilagdo a
oxaloacetato ou malato (RANDLE, 1995). A oxidagdo do piruvato ¢ aumentada pela
supressdo da oxidacdo dos acidos graxos, como observado na diminuicdo dos niveis
plasmaticos de acidos graxos livres de cadeia leve, ou pela inibigdo direta da oxidacdo de AG
(KARBOWSKA et al., 2003). A taxa de turnover do pool de glicogénio ¢ baixa sob

condigdes normais em coragdes saudaveis de adultos (GOODWIN et al., 1998). No coragao
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adulto bem perfundido, aproximadamente 60-90% da acetil-CoA vem da P-oxidacdo de

acidos graxos, e 10-40% ¢ proveniente da oxidacdo do piruvato (STANLEY et al., 1997)
(Fig. 2).
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Figura 2: Representacdo esquematica do metabolismo do substrato energético do miocardio adulto.
GLUT, Transportador de glicose; G6P, Glicose 6 fosfato; MCT, transportadores de acidos carboxilicos; PDH,
Piruvato desidrogenase; S.R, Reticulo sarcoplasmatico; CPT-I, Carnitina palmitoil transferase I; FAT,

Transportador de acidos graxos; TG, Triacilglicerol (adaptado de STANLEY et a/, 2005).

O transporte de 4acidos graxos para o coragdo e o transporte através dos cardiomiocitos
sd0 mecanismos altamente regulados (LOPASCHUK et al, 1994) que ocorre a partir da
hidrolise de lipoproteinas de baixa densidade (VLDL) e quilomicrons de triacilglicerol
através da lipoproteina lipase (LPL) presente no lado luminal de células endoteliais. A
lipoproteina lipase, encontrada em varios tecidos (BRAUN & SEVERSON, 1992), hidrolisa o
nicleo central de triglicerideos dos quilomicrons e VLDL para acidos graxos e
monoglicerideos. Os acidos graxos livres assim liberados dos triglicerideos pelas LPL podem
entdo ser usados para atividades anabdlicas, tal como estoque de gordura ou atividades
catabolicas, tal como metabolismo oxidativo nos musculos (ECKEL, 1989; MERKEL et al.,
2002) (Fig 3).
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Figura 3: Representacio esquematica do metabolismo dos acidos graxos e pool de triacilglicerol nas
células cardiacas. ACC, Acetil- CoA carboxilase; AMPK, Proteina kinase ativada por AMP; CAT, Carnitina
aciltranslocase, CPT-I, Carnitinina palmitoil transferase I, CPT-II, Carnitina palmitoil transferase II; FABPpy,,
Proteina ligadora de 4cidos graxos a membrana; FAT, Proteina transportadora de acidos graxos; FFA, Acidos
graxos livres; LPL, Lipoproteina lipase, MCD, Malonil CoA descarboxilase; TG, Triacilglicerol, VLDL,
Lipoproteina de muito baixa densidade (STANLEY et al., 2005, modificado).

De acordo com o estudo de JEFFREY e colaboradores (1995), durante a -oxidagao,
os acidos graxos dentro do citoplasma ligam-se as PLAGC (proteinas ligadas aos acidos
graxos do tipo cardiaco) e sdo convertidas em acil-CoA de cadeia longa pela acil-CoA
sintetase. As porc¢des de acil sdo transferidas para dentro da mitocondria por um complexo
enzimatico envolvendo carnitina palmitoil transferase (CPT1), acilcarnitina translocase, e
carnitina palmitoil transferase 2 (CPT2) (JEFFREY et al., 1995; MCNULTY et al., 2000;
WENTZ et al., 2010). Uma vez na matriz mitocondrial, a acil-CoA de cadeia longa passa
pelo sistema de B-oxidagdo para produzir acetil-CoA. Cada ciclo sucessivo de B-oxidagdo
espiral resulta em um encurtamento de 2 carbonos de acidos graxos e formagdo de 1| NADH
(Dinucleotideo adenina nicotinamida) e 1 FADH, (Dinucleotideo de flavina e adenina). A
acetil-CoA derivada de B-oxidacdo, em seguida entra no ciclo do acido tricarboxilico (TCA),
resultando na liberag¢ao de 2 CO,, 3 NADH ¢ 1 FADH, (LOPASCHUK et al., 1994)

Embora o papel funcional do furnover de TG no coracgdo seja pouco compreendido,

sabe-se que ele ocorre com maior intensidade do que do glicogénio (BANK et al., 2012;

20



CARLEY et al., 2013). Pressupde-se que os AG derivados do pool de triacilglicerol do
miocardio possa ser oxidado e contribuir com aproximadamente 10% da produgdo total de
ATP sob condi¢des fisiologicas normais (O’DONELL et al., 2008; SADDIK &
LOPASCHUK, 1991). Nos coracdes de ratos em faléncia observa-se significativa perda no
turnover de triacilglicerol (BANK et al., 2012), enquanto em ratos diabéticos o turnover foi
acelerado (O’DONELL et al., 2006) demonstrando o dinamismo do pool intracelular de
triacilglicerol (KOLWICZ, 2016) e sua renovagdo um importante mecanismo regulatorio do
metabolismo dos acidos graxos no miocardio.

Estudos em camundongos utilizando manipulagdo genética da diacilglicerol
acetiltransferase (DGAT), a enzima final na sintese do triacilglicerol demonstra expressivas
mudangas no transporte e oxidacao de acidos graxos no coracdo. A principal DGAT expressa
no coracdo ¢ a DGATI, a delegdo desta isoforma ndo gera reducdo significativa do contetido
de triacilglicerol nos cardiomidcitos, sendo correlacionada com redugdo de acidos graxos
oxidados e aumento do transporte da glicose (LIU et al., 2011). No entanto, o aumento na
expressdo de DGAT1 no coragdo ¢ capaz de dobrar a concentracdo cardiaca de TG e oxidagao
de AG endogenos (LIU et al., 2009).

BODEN e colaboradores (2001) abordaram a hipdtese metabolica dos lipideos
baseada em indicios de que o aumento nas concentragdes plasmaticas de acidos graxos livres
resulta em actmulo intramiocelular e intra-hepatico de triglicerideos, além de varios
metabolitos da via de reesterificacdo de acidos graxos livres, incluindo acil-CoA e
diacilglicerol (DAG). Além disso, a elevacdo prolongada de AG livres aumenta a
gliconeogénese.

Em um corag@o saudavel, as mitocondrias sdo fomentadas por acetil-CoA dos AG e
piruvato, além de outros substratos, incluindo lactato, corpos cetdnicos ¢ aminoacidos que
podem entrar na mitocondria diretamente por oxidagdo. O metabolismo de corpos cetonicos
fornece acetil-CoA, enquanto o catabolismo de aminoacidos fornece cetoacidos, que sdo
ainda metabolizados para entrar no ciclo do TCA (JEFFREY et al., 1995; MCNULTY et al.,
2000; WENTZ et al., 2010).

A mudanga na preferéncia pelo substrato ocorre através da regulacdo do complexo
piruvato desidrogenase (PDC) que catalisa a descarboxilacdo oxidativa do piruvato, ligando a
glicolise ao ciclo do TCA e a sintese de AG. A inativagdo do PDC ocorre quando a glicose ¢
escassa, conservando assim a glicose, enquanto a atividade da PDC permite a producdo de

AG a partir da glicose. O mecanismo que controla a atividade do PDC inclui sua fosforilacdo
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(inativacdo) pela familia da piruvato desidrogenase cinase (PDKs 1-4) e sua desfosforilagdo
(ativagdo) pela PDPs 1 e 2 (do inglés, pyruvate dehydrogenase phosphate phosphatases).
Apesar dos mecanismos transcricionais contribuirem para o estabelecimento de mudangas na
predilecdo por substrato, as modificagdes pos traducionais de enzimas relevantes na via
metabolica é o que efetivamente regula o fluxo. E o que ocorre na fosforilagio e inativagdo da
piruvato desidrogenase pela PDC cinase 4 quando esta tltima promove a troca da oxidagdo
do substrato entre glicose ¢ AG no coracdo (SUGDEN & HOLNESS, 2003).

Tem sido discutido se o aumento na entrada e na utilizagdo da glicose pode prejudicar
a fungdo cardiaca, visto que, cardiomidcitos em meio rico em aglcar desenvolve
glicotoxicidade (DAVIDOFF et al., 2004; MAKINO et al., 2011; REN et al., 1997; SUAREZ
et al., 2008). Entretanto, de acordo com LUPTAK e colaboradores (2007), camundongos
geneticamente modificados para aumento de expressio do GLUT1 apresentam fungdo
cardiaca inalterada, o que sugere que a alteracdo no metabolismo cardiaco glicidico em
coracgdes saudaveis nao prejudica sua fungao.

No entanto, animais hiperglicémicos com hipertrofia cardiaca apresentam aumento no
transporte de glicose e glicogénese no miocardio (NASCIMBEN et al., 2004) associados
eventualmente a reducdo na oxidagdo de glicose (LEONG et al., 2002; WAMBOLT et al.,
2000). Portanto, em individuos com hipertrofia cardiaca pode haver acimulo de glicogénio
em diversos 0rgdos, o que pode resultar em progndstico ruim em algumas patologias (OZEN,
2007).

A resisténcia a insulina em alguns casos de faléncia cardiaca poderia limitar a
disponibilidade da glicose e comprometer a capacidade de sintese de ATP (NIKOLAIDIS et
al., 2004; SWAN et al., 1997). LIAO e colaboradores (2002) demontraram que pode ocorrer
um atraso na transi¢do entre hipertrofia e insuficiéncia cardiaca quando o transporte de
glicose ocorre independente da presenca de insulina. Em modelos de faléncia cardiaca tem
sido demonstrado a preservagdo da fun¢do quando o metabolismo ¢ sustentado por acidos
graxos ou pelo aumento na sintese de ATP (CHESS et al., 2009; GRUPTA et al., 2012)
indicando que a capacidade de sintese de ATP ¢ mais importante do que a selecdo do

substrato na manutencao da fungao cardiaca (KOLWICZ, 2016).

1.6. Programaciao metabdlica por manipulacio da dieta

Tem sido extensivamente estudada a importancia da nutrigdo materna pré-natal para a
programacao metabolica da prole. Dados na literatura indicam que tanto a ma nutri¢do quanto
o fornecimento de dietas hiperlipidicas durante a gestagdo causam distirbios no crescimento
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da prole, o que é observado por maiores taxas de desenvolvimento e doengas cardiovasculares
e metabolicas nos filhotes (LIANG et al., 2009).

Varios modelos experimentais tém sido estudados com o objetivo de compreender as
influéncias da supernutricdo materna na vida fetal. Estes modelos variam de acordo com
numero de individuos na ninhada, duracdo da dieta € momento em que a dieta ¢ fornecida
(FISCHBECK & RASMUSSEN,1967; RODRIGUES et al., 2009) e com a dieta materna
(hipercaldrica, isocaldrica hiperlipidica, isocalérica hiperglicidica, hiperlipidicas e
hiperglicidicas) (LIANG et al., 2009; SAMUELSSON et al., 2008; FERNADEZ- TWINN et
al., 2012; SAMUELSSON et al., 2013).

A supernutri¢cdo que ¢ comum em ninhadas pequenas, no qual a disputa pelo leite materno
¢ menor parece ser um fator de risco para o desenvolvimento da obesidade na vida adulta
podendo desenvolver hiperinsulinemia, hiperfagia, hiperleptinemia e hipertensdo quando
adultos. Inclusive o modelo de obesidade por supernutri¢do desenvolvido por RODRIGUES e
colaboradores (2009) baseia-se na redu¢ao do nimero de filhotes na ninhada. No terceiro dia
de lactacdo o tamanho da ninhada foi reduzido para trés filhotes por matriz. No grupo
controle, o tamanho da ninhada foi ajustado para 10 filhotes por matriz. A supernutri¢do no
inicio da vida pds natal induz efeitos a curto prazo (21 dias, apos o desmame) como aumento
de peso corporal, acompanhado de aumento de gordura visceral, elevacdo sérica de leptina,
TSH, T3 e T4, elevacdo dos receptores para leptina (Ob-R), JAK 2 (do inglés, Janus
Thyrosine Kinase 2), p- STAT3 (do inglés, phosphrilated- signal transucer and activator of
transcription-3) na hipofise e diminui¢cdo no conteudo de JAK2 e STAT3 também na
hipofise, com redugdo na expressdo tireoideana de Ob-R. A longo prazo (180 dias) foi
observado aumento de peso corporal acompanhado de aumento no depdsito adiposo visceral,
reducédo sérica dos hormoénios tireoideanos, sem alteragdo do TSH, redugdo da proteina JAK2
e p-STAT3 no hipotalamo, e elevagdo do conteido de Ob-R ¢ JAK-2 na tireoide. Estas
mudancas ajudam a explicar o desenvolvimento de disfungdes metabolicas e enddcrinas
tardias, tal como sindrome metabdlica e hipotireoidismo.

Muitos modelos experimentais de supernutricdo materna tem resultado em proles com
alteracdes cardiacas, tal com hipertrofia cardiaca (ROBERTS et al., 2015).

Quando fémeas de camundongos C57BL/6J foram alimentadas com dieta padrdo (3%
gordura, 7% agucar) ou dieta obesogénica palatavel (16% gordura, 33% agucar) por 6
semanas antes do acasalamento e durante toda a gravidez e lactagdo deram origem a proles

com caracteristicas diferentes de acordo com a dieta materna. A prole derivada de matrizes
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tratadas com dieta obesogénica apresentou hiperfagia da 4° a 6° semana de idade e aos 3
meses diminui¢do de atividade locomotora e aumento de adiposidade abdominal, este ultimo
estava associado com hipertrofia dos adipocitos e expressdo de mRNA alterada para -
adrenoreceptor 2 e 3, 11 BHSD-1, e PPAR-y. Esta mesma prole apresentou disfungdo na
resisténcia endotelial aos 3 meses de vida e hipertensdo. Aos 3 meses houve aumento na
insulinemia em jejum e aos 6 meses a glicose plasmatica durante o jejum estava aumentada.
Quando adulta, esta prole, apresentou disfungdes metabolicas, cardiovascular e adiposidade
(SAMUELSSON et al., 2008).

Em outro estudo camundongos fémeas (C57BL/6J) com 4 semanas de idade foram
alimentadas ad [libitum com dieta padrdo (7% de agucar simples, 3% de gordura) ou dieta
obesogénica (33% de acucar simples, 16 % de gordura animal) suplementada com mix de
mineral e vitaminas (AIN93G) (SAMUELSSON et al., 2008) durante 6 semanas antes do
acasalamento. As proles foram observadas com 8 semanas de idade, e nenhuma diferenca na
massa corporal ou composicdo corporal foi observada entre as proles, porém a dieta materna
obesogénica induziu aumento na massa cardiaca de sua prole, aumento do peso cardiaco em
relagdo ao comprimento da tibia, aumento da area e espessura da parede livre do VE e
aumento da largura dos cardiomiocitos. Estas mudangas foram acompanhadas pelo aumento
na expressao de marcadores moleculares de hipertrofia cardiaca: BNP (do inglés, Brain
Natriuretic Peptide), BMHC (do inglés, Beta Miosin Heavy Chain) e aMHC (do inglés, Alfa
Miosin Heavy Chain) e mir-133a (micro RNA-133 a). Esta prole também apresentou
hiperinsulinemia e aumento na expressdo cardiaca de AKT e ERK. A fosforilagio de
p38MAPK também estava aumentada, sugerindo remodelamento patologico. O aumento do
estresse oxidativo também foi observado através do aumento na expressao de Ncf2 e prejuizo
nos niveis de superoxido dismutase. Sendo assim, este modelo experimental induz hipertrofia
induzida por ativacdo de AKT, ERK e estresse oxidativo (SAMUELSSON et al., 2008).

A partir da 4° semana de vida, camundongos fémeas C57BL/6 foram alimentadas com
dieta padrdo e dieta hiperlipidica até o periodo de gestacdo e lactagdo. Aos 10 dias de vida das
proles, observou-se aumento na glicemia, insulinemia, corticosteroide e da pressdo arterial na
prole oriunda da matriz que consumiu a dieta hiperlipidica. As ilhotas pancredticas estavam
aumentadas em 155% (BRINGHENTI et al., 2013).

Resultados anteriores do nosso grupo utilizando modelo experimental de dieta materna
hiperlipidica (29% de lipideos) demonstrou que filhotes machos e fémeas apresentam maior

adiposidade e sdo hiperleptinémicos (ZECA 2015). Em 2015, Zeca demonstrou que o
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consumo materno de dieta hiperlipidica promoveu alteracdes na expressdo cardiaca dos
receptores B1-AR e TRa ao desmame. E aos 30 dias de idade, a prole apresentou disfuncdo
ventricular esquerda, observada através da diminuicdo da fragdo de ejecdo e aumento do
volume sistolico final.

O presente trabalho tem o intiuto de investigar possiveis alteragcdes na estrututa cardiaca e
no metabolismo cardiaco da prole promovidas pelo consumo materno de dieta hiperlipidica,
que possam estar relacionadas com o surgimento tardio de alteragdes na funcdo cardiaca da

prole.
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2. OBJETIVO

2.1. Objetivo geral
Avaliar o efeito do consumo materno de dieta hiperlipidica sobre a morfologia e o

metabolismo ventricular da prole fémeas e macho, ao desmame.

2.2. Objetivos especificos

» Avaliar o diametro dos cardiomiocitos da prole, através de cortes histologicos.

» Avaliar o conteudo de lipideos neutros (monoacilglicerol, diacilglicerol, colesterol,
colesterol esterificado, triacilglicerol, acido graxo livre e fosfolipidios) no coracdo da
prole.

» Avaliar o conteido dos acidos organicos, oxaloacético, latico e succinico no coragdo
da prole.

» Avaliar a expressdo proteica do receptor de insulina (Irf) e da PI3K no coragdo da
prole.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Todos os animais utilizados nesta dissertacdo foram provenientes do Biotério Central
do Centro de Ciéncias ¢ da Saude da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ),
acondicionados em biotério com temperatura (23+2°C) e fotoperiodo (7:00-19:00h)
controlados. Agua e ragdo foram ofertadas ad libitum durante o protocolo experimental. O
cuidado com os animais seguiu os principios vigentes no Guide for the Care and Use of

Laboratory Animals, apds aprovagdo pelo Comité de Etica Institucional (Protocolo IBCCF-
114, UFRJ).

3.1.1. Modelo Experimental

Ratas Wistar com 60 dias de idade foram divididas em dois grupos: (C) controle e
(DH) dieta hiperlipidica. O primeiro grupo recebeu dieta normolipidica (contendo 9% de
lipideos) e o segundo grupo recebeu dieta hiperlipidica isocalérica (contendo 29% de

lipideos). A composicdo da ragdo hiperlipidica estd descrita na Tabela 1. Este modelo

experimental foi adaptado de FRANCO (2012).
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Tabela 1: Composicao da dieta hiperlipidica purificada 5400 cal/Kg (Prag Solucdes ®)

Produto (p/p) Calorias Calorias (%)
Amido de Milho 13,05 522 9,67
Caseina 18,70 748 13,85
Amido 13,20 528 9,78
Dextranizado
Sacarose 10,00 400 7,41
Oleo de Soja 4,00 360 6,67
Celulose 5,00 0 0,00
Microcristalina
MIX Mineral AIN 3,50 0 0,00
923G
MIX Vitamina 1,00 40 0,74
AIN 93
L- Cistina 0,30 12 0,22
Cloreto de Colina 0,25 0 0,00
Banha 31,00 2790 51,66
Total 100,0 5400 100,0

Apos sete semanas as ratas foram acasaladas com machos ndo obesos e permaneceram
com as respectivas dietas até o final da lactag@o.

Apo6s o nascimento, cada ninhada foi reduzida a seis filhotes, composta por 3 filhotes
fémeas e 3 filhotes machos. Os filhotes foram escolhidos aleatoriamente. As matrizes que

receberam dieta normolipidica deram origem a prole Controle (C) e as matrizes que

receberam dieta hiperlipidica deram origem a prole dieta hiperlipidica (DH), figura 4.
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Dieta Controle
(9% lipideos)

Prole controle (C)

Dieta Hiperlipidica Isocalorica Prole Dieta Hiperlipidica (DH)
(29% lipideos)

Figura 4: Representacio da separacio das proles a serem analisadas. As matrizes dos grupos experimentais
originaram a prole denominada Controle (C) e as matrizes do grupo dieta hiperlipidica (DH) originaram a prole

Dieta Hiperlipidica (DH).

A evolugdo do peso corporal das proles foi acompanhada desde o nascimento até o
desmame, no 21° dia de idade.

Aos 21 dias de idade, os filhotes foram pesados e, anestesiados com uma solugdo
contendo cloridrato de dextrocetamina (Ketamin®, Cristalia) e cloridrato de xilasina
(Xilasin®, Syntec), através da via intraperitoneal, nas doses de 50-100 mg/Kg e 1-5 mg/Kg,
respectivamente. Na sequéncia, os filhotes foram eutanasiados por puncdo cardiaca, os
tecidos adiposos branco retroperitonial, perigonadal e inguinal foram retirados e pesados,
assim como os coragdes. O comprimento da tibia foi utilizado como fator de normalizacao.

Amostras de ventriculo foram destinadas a analises histologicas, bioquimicas e moleculares.

O modelo experimental esta representado na figura 5.
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Figura 5: Representacdo do desenho experimental. Ratas Wistar com 60 dias de vida foram separadas em
dois grupos. Durante 7 semanas um grupo foi submetido a dieta normolipidica (9% de lipideos) (Grupo C) e o
outro a dieta hiperlipidica (29% de lipideos) (Grupo DH), em seguida foram acasaladas, com machos ndo obesos
e permaneceram em dieta durante a gestag@o e lactagdo. Cada fémea matriz amamentou 6 filhotes, 3 fémeas e 3

machos. A prole foi eutanasiada aos 21 dias de idade (ZECA, 2015).

3.2. Avaliagio indireta da hipertrofia cardiaca

O coracdo dos animais foi retirado e lavado em salina (NaCl 0,9%) gelada para
remocdo de sangue e coagulos, o peso do coragdo foi obtido em miligramas e normalizado
pelo comprimento da tibia em centimetros, que foi medida através do instrumento
paquimetro. Em seguida apenas os ventriculos foram isolados e pesados. Desta forma, foi
obtido o peso relativo do coracdo e dos ventriculos (OTTEN et al., 1986; STAASTAD et al.,
2000; VAN DIJK-OTTENS et al., 2010).

3.3. Analise histologica

Os coragdes foram cortados transversalmente ao nivel dos musculos papilares de
ambos os ventriculos, e os tecidos foram fixados em solu¢do de paraformol 4%.
Posteriormente, as amostras foram desidratadas por gradiente crescente de etanol (Vetec)
(80/100%), por 50 min cada, diafanizados em xilol (Vetec) por duas vezes e em seguida,
realizamos impregnac¢do com parafina a 60°C (parafina histologica; Pro-Cito® , Porto Alegre,
RS, Brasil), durante 50 minutos cada e repetimos este processo mais uma vez. Os cortes

foram obtidos com auxilio de microtomo (RM 2125 RT, Leica Biosystems, Germany) com
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espessura de 5 um e escalonados a uma distancia de 130 pm, a fim de evitar medidas
repetidas do mesmo cardiomiocito.

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

Foram realizadas analises do didmetro de 3 a 6 cardiomidcitos por campo, sendo 10
campos por corte, e 3 cortes escalonados por animal. Fotomicrografias foram obtidas em
microscopio (modelo FWL- 1200 T, Feldmann Wild Leitz, Germany), e analisadas
utilizando o Software Image J (versdo, 1.49, Maryland, USA).

3.4. Quantificacio de lipideos neutros

A quantificacdo dos lipideos neutros (monoacilglicerol, colesterol, colesterol
esterificado, triacilglicerol, acidos graxos e fosfolipidios), foi realizada através da técnica de
Cromatografia em camada delgada monodimensional ou do inglés Thin Layer
Chromatography (TLC).

Ciquenta miligramas de cada amostra de ventriculo esquerdo foram maceradas em 100
pL de tampao de lise (TRIS 50 mM; EDTA 5 mM; Nonidet P-40 1%; TLCK 0,1 mM; PMSF
2 mM). Apbs a maceragdo, os homogeneizados foram centrifugados a 2520 xg por 3 minutos.
O conteudo proteico da fase sobrenadante foi determinado de acordo com Lowry modificado
(MARKWELL et al., 1978), utilizando albumina sérica bovina como padrdo. As amostras
foram normalizadas para 300 pg de proteina total e entdo submetidas a extracdo de lipideos,
conforme descrito por BLIGH & DYER (1959). As classes de lipideos neutros foram
separadas por cromatografia de camada fina, em placas de silica gel 60 (Merck, Germany)
utilizando hexano, éter etilico e 4acido acético (60:40:1 por volume) como eluentes
(KAWOOYA & LAW, 1988). Apos a corrida a placa de silica foi imersa em solugdo de
Charring (10% de sulfato de cobre e 8% de acido fosforico (v / v) e aquecida a 150°C por 10
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minutos (RUIZ & OCHOA, 1997). Apo6s a carbonizagdo, as placas de TLC foram analisadas

por densitometria utilizando o Software Image Master Total Lab (Amersham, USA).

3.5. Avaliacao bioquimica dos acidos oxaloacético, latico e succinico

O coteudo dos acidos organicos oxaloacético, latico e succinico, foi avaliado no
ventriculo esquerdo das proles através da técnica de cromatografia liquida de alto
desempenho ou do inglés High Performance Liquid Chromatography (HPLC).

Cerca de 28mg de ventriculo esquerdo de cada filhote foi homegeneizado em solucdo
aquosa com auxilio do homogeinizador Turrax. Posteriormente as amostras foram
desproteinizadas de acordo com Método de Nelson, (Nelson, 1944) para posterior
liofilizagao.

A liofilizagdo foi realizada em liofilizador LioTop L101 (Liobras- Brasil), a -55°C
durante 48 horas. Em seguida o liofilizado foi congelado a -20°C até analise cromatografica.

A determinacdo dos acidos orgénicos foi realizada com o uso de um sistema contendo
um cromatografo a liquido (Shimadzu- Proeminence, Japan) equipado com duas bombas
(LC-20AT, Shimadzu- Japao), detector de fotodiodos (SPD-M20A, Shimadzu- Japao), injetor
automatico (SIL-10A, Shimadzu- Japan) e forno para coluna (CTO-20A, Shimadzu- Japan),
sistema controlador (CBM, Shimadzu- Japan) e Software LCSolution, Shimadzu- Japao A
separagdo dos acidos organicos (acidos oxaloacético, latico e succinico) foi realizada em uma
coluna de fase reversa C18 (25cm X 4,6 mm x 5 pum de tamanho de particula, Restek- Allure
Acids), sendo a fase mével composta por tampao Na,HPO4 20mmol/L, pH 2,2 ajustado com
acido fosforico (solvente A, 99%) e acetonitrila (solvente B,1%). A fase moével foi filtrada
através de uma membrana de acetato de celulose 0,45 um Millipore (Millipore, Sdo Paulo,
Brasil) para remover todas as impurezas. A temperatura da coluna foi mantida a 35°C durante
todas as analises. A amostra injetada no sistema cromatografico foi submetida a uma eluicao
isocratica empregando um fluxo de 1,1 mL/ min com deteccdo a 208 nm. O volume de
injecdo foi de 20puL para ambos. Todas as amostras foram solubilizadas em 500 pL na fase
movel. Foram realizadas injecdes duplicadas e areas médias de pico foram utilizadas para
quantificacdo. Os picos foram identificados através da comparacdo dos tempos de retencdo
das amostras com os dados espectrais obtidos a partir dos padrdes. Todas as solugdes foram
preparadas utilizando agua ultrapura, obtida pelo sistema de purificacdo Millipore (Millipore,
Sdo Paulo, Brasil). As solugdes estoque (1000 mg/L) dos acidos oxaloacético, latico e
succinico (Sigma-Aldrich, Brasil), com niveis de pureza de 99,5; 99,0, 99,5 ¢ 99,9%,
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respectivamente) foram preparados pela dilui¢do apropriada de uma massa obtida de seus
respectivos padrdes de grau analitico (PA). Para obtencdo das curvas analiticas, as solucoes
de referéncia foram preparadas por diluicdo serial das solucdes estoque dos respectivos acidos

organicos em fase movel.

3.6. Analise da expressao proteica do receptor de insulina Irf1 e PI3K

A analise da expressdo proteica do Irfl e PI3K foi realizada em amostras de
ventriculo esquerdo, através da técnica de Western Blot.

A extragdo proteica foi realizada com base no protocolo adaptado por TOLMACHOV
et al., 2006. Apo6s a homogeneizagdo de aproximadamente 20 mg de ventriculo esquerdo em
60 pL de solucdo gelada de tampao Hepes 50 mM, contendo MgCl, (1mM), EDTA (10 mM),
1% de Triton X e 10% de coquetel de inibidores de proteases (Complete, Roche®™, Germany),
pH 6,4. O tecido foi homogeinizado com auxilio do homogeinizador Turrax, em seguida o
homogenato foi centrifugado a 16100 x g por 30 minutos, a 4°C, posteriormente o
sobrenadante foi coletado e armazenado a -80°C. A concentragdo de proteinas das amostras
foi determinada utilizando Pierce® BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific®, Brasil).

As concentragdes de proteinas injetadas em cada pogo variaram de acordo com o tipo
de proteina a ser analisada (tabela 2). O fracionamento foi realizado em gel de poliacrilamida
desnaturante a 10% (10% de SDS, 30% de acrilamida mix, 10% de persulfato de amonio e
0,02% de TEMED) a 150 V, durante uma hora e 30 minutos em tampao de corrida 1X- pH
8,3 (1,9% de glicina, 0,3% de Tris Base ,0,1% de SDS). Ao término da corrida as amostras
foram transferidas para membrana de PVDF (Polyvinylidene Difluoride), em sistema tmido
com tampao de transferéncia- pH 8,3 (0,6% de Tris Base, 0,3 % de glicina, 20% de metanol)
durante 1 hora e trinta minutos.

Ap6s a transferéncia as membranas para analise de I3 e PI3K foram bloqueadas em
tampao TBS com albumina a 3% por 2 horas em temperatura ambiente. Posteriormente, a
membrana foi incubada com anticorpo policlonal para Irf (anti insulin RB C-19, SC-711) e
PI3K (anti PI3K p85a Z-8, SC-423). Os anticorpos primario Irf e PI3K foram diluidos em
TBS-T com albumina a 5% e incubados com as respectivas membranas por aproximadamente
18 horas (overnight) a 4°C. Em seguida, a membrana foi lavada em TBS-T, por cinco
minutos cada, 5 vezes para I3 e 8 vezes para PI3K. Logo depois, a membrana foi incubada
com anticorpo secundario diluido em TBS-T contendo 5% de albumina para cada anticorpo
primario por 2 horas a temperatura ambiente e agitacdo moderada. Apos este periodo a
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membrana foi lavada em TBS-T por 5 minutos cada lavagem, sendo 5 vezes para Irf e 8
vezes para PI3K .

A revelacdo foi realizada utilizando o método de quimioluminescéncia ndo-radioativa
com o reagente Clarity Western ECL Substrate (Biorad®,CA, USA) em Gel Imaging Systems-
Chemiodoc (Biorad®, CA, USA) e analise densiométrica com Software Image Lab 5.2.1. Na
sequéncia foi utilizado o corante Ponceau (0,5% vermelho de Ponceau e 1% de acido acético)

para coloragdo da membrana ¢ normalizag¢do do carregamento de proteinas.

Tabela 2: Condigdes estabelecidas ap6s padronizagdo dos anticorpos para Western Blotting.

Anticorpo Primario Dilui¢cao Padronizada Anticorpo secundario Concentragao
Anticorpo Primario e diluicao de proteinas por
poco
rp SC-711 1:1000 *Anti rabbit IgG HRP | 10 pg
1:3000
'PI3K p85a SC- | 1:1000 ?Anti rabbit IgG HRP | 15 pg
423 1:3000

! Santa Cruz Biotechnology ® (CA, USA); > Cell Signaling *, (MA, USA).

3.7. Analise estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média. Para avaliar se os
dados seguem a distribui¢do normal, foi feito o teste de normalidade Shapiro-Wilk com o
software Past versdao 3.4 (disponivel em http://folk.uiono/ohammer/past/). Para analise de
dois grupos experimentais foi utilizado o Teste t -Student. Estas analises estatisticas foram
realizadas com o Software GraphPad Prism® versio 6 (GraphPad Software Inc., San Diego,

USA). Diferencas foram consideradas significativas quando p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Evolucao da massa corporal das proles do nascimento até o desmame

Para verificar se o consumo materno de dieta hiperlipidica influenciaria o ganho de
peso da prole, avaliamos a evolu¢do do peso corporal das proles desde o nascimento até o
desmame (aos 21 dias de vida). Todos os filhotes foram pesados a cada 3 dias.

Ao nascimento ndo observamos diferencgas significativas no peso tanto da prole fémea
quanto da prole macho DH, conforme observado no dia 0 (Dia 0: Fémea C=6,4 £0,2g; DH=
6,4 + 0,1g. Macho C= 6,7 £0,1g; DH= 6,6 + 0,1g). Nenhuma diferenca significativa foi
observada no 3° dia de vida da prole (Dia 3: Fémea C= 10,8 +0,3g; DH= 10,9 + 0,2g. Macho
C=11,2+0,3g; DH= 11,3 &+ 0,3g). A partir do 6° dia de vida fémeas ¢ machos da prole DH
apresentaram aumento de 10% e 13% respectivamente na massa corporal quando comparados
a prole C (Dia 6: Fémea C= 15,9 = 0,3g; DH= 17,6 + 0,3g. Macho C=16,7 +0,3; DH= 19,2 +
0,6g). No 9° dia de vida foi observado aumento de 13% nas fémeas e 12% nos machos da
prole DH (Dia 9: Fémea C= 22 + 0,5g; DH= 25,3 + 0,4g. Macho C= 23,5 + 0,5; DH= 26,7 +
0,5). No 12° dia de vida da prole DH o aumento nas fémeas foi de 17% e nos machos 16%
(Dia 12: Fémea C= 29,6 + 0,7; DH= 35,6 + 0,4; Macho C= 30,7 = 0,6g; DH= 36,5 + 0,5g). O
aumento de peso da prole DH tanto de fémeas quanto dos machos foi de 17% no 15° dia de
vida (Dia 15: Fémea C= 36,8 + 0,8g; DH= 44,2 + 0,5g. Macho C= 38,4 + 0,8g; DH= 46 +
0,5g), no 18° dia de vida da prole DH fémea o aumento de peso evidenciado foi de 31% e dos
machos 17% (Dia 18: Fémea C= 44,5 £ 1,0g; DH= 64,7 + 0,6g. Macho C= 46,5 £+ 1g; DH=
55,6 £ 0,5g) e no 21° dia de vida o aumento nas fémeas foi de 13% e nos machos foi de 16%
(Dia 21: Fémea C= 56,2 + 1,1g; DH= 64,7 + 0,6 g. Macho C= 57,4 + 1g; DH= 68,2 + 0,9g).
As figuras 6 ¢ 7 demonstram a evolucdo da massa corporal dos filhotes fémeas ¢ machos,

respectivamente.
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Figura 6: Evolug¢do da massa corporal de filhotes fémeas das proles C ¢ DH, do nascimento ao desmame (21

dias de idade). C= Prole Controle (n=18); DH= Prole Dieta Hiperlipidica (n=21). *= P<0,05. Dados expressos

como média + erro padrdo. Teste t-Student.
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Figura 7: Evolugdo da massa corporal de filhotes machos das proles C e DH, do nascimento ao desmame (21

dias de idade). C= Prole Controle (n=18); DH= Prole Dieta Hiperlipidica (n=18). *= P0,05. Dados expressos

como média * erro padrdo. Teste t-Student.

Esses resultados indicam que o consumo materno de dieta hiperlipidica promoveu

maior ganho de massa corporal na prole.
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4.2. Anilise dos pesos dos tecidos adiposos brancos aos 21 dias

Com o intuito de verificar se o aumento de massa corporal da prole DH ao desmame
ocorreu devido ao aumento de adiposidade, foram pesados os reservatorios de tecidos
adiposos viscerais (retroperitoneal e perigonadal) e subcutineo (tecido inguinal).

Ao avaliarmos o reservatorio de tecido adiposo branco retroperitoneal, observamos
que os filhotes fémeas da prole DH apresentaram aumento de aproximadamente 2,4 vezes em
relagdo ao seu controle. Ao avaliarmos os filhotes machos observamos que a prole DH
aumentou aproximadamente 3,7 vezes em relagdo ao seu controle.

A avaliagdo do tecido perigonadal demonstrou que a prole fémea DH apresentou
aumento de 72% em relagdo a prole C. Em relacdo aos animais machos, a prole DH
apresentou aumento de 60% em relagdo a prole C.

Ao avaliarmos o reservatorio inguinal, observamos aumento de 3 vezes no peso do
tecido adiposo branco inguinal das fémeas da prole DH em relagdo as fémeas da prole C. Em
relagcdo aos animais machos, observamos que a prole DH apresentou aumento de 2,5 vezes
em relacdo a prole C.

Nossos resultados indicam que o consumo materno de dieta hiperlipidica promove
aumento da adiposidade na prole e consequentemente maior peso corporal como demonstrado

na tabela 3.

Tabela 3: Peso relativo dos tecidos adiposos retroperitoneal, perigonadal e iguinal de filhotes das

proles C e DH aos 21 dias de idade.

Peso relativo Fémea Macho
(mg\mm)
C (n=5-6) DH(n=7) C (n=5-6) DH (n =6)
TA Retroperitoneal
72+1,1 17 +£0,4%* 7,3+0,9 21,7+ 1%
TA Perigonadal
4.5+0,95 13,3 +1,9% 7,8+£0,5 19,1 +1,4*
TA Inguinal 47,6+ 4 952 + 3,4% 392438 102,1 +10,3*

C= Prole controle; DH= Prole Dieta Hiperlipidica; n=nimero de animais/grupo. Os valores estdo expressos

como média + erro padrdo. *=P<0,05. Teste t-Student.
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4.3. Avaliacio da hipertrofia no coracio das proles aos 21 dias de idade

Para avaliarmos possiveis alteragdes do consumo materno de dieta hiperlipidica sobre
a massa e estrutura cardiaca da prole, utilizamos o peso do coracdo como uma medida
indireta de hipertrofia e em seguida foi realizado quantificacdo do didmetro dos
cardiomidcitos do ventriculo esquerdo através de andlises histologicas.

Os filhotes fémeas da prole DH apresentaram aumento de 22% da massa cardiaca em
relag@o a prole controle. Os machos da prole DH apresentaram aumento de 27% de massa em
relacdo aos filhotes machos da prole C (Tabela 4).

Ao avaliarmos a massa dos ventriculos observamos que a massa ventricular da prole
fémea DH aumentou 18%. Ao avaliarmos os animais machos observamos aumento de 21%

em relacdo a prole macho C (Tabela 4).

Tabela 4: Peso relativo do coragdo e dos ventriculos de filhotes das proles C e DH aos 21

dias de idade.

Peso relativo Fémeas Machos
(mg\mm) C (n=6) DH (n=7) C(n="6) DH (n = 6)
Coracio 13,1+£0,3 16 +0,5 * 13,6 0,5 17305 *
Ventriculos 12,2+0,2 14,8+ 0,5 * 12.8+ 0,4 163205 *

C= Prole Controle; DH= Prole Dieta Hiperlipidica; n= niimero de animais/grupo. Dados expressos como média

+ erro padrdo. *= P<0,05. Teste t-Student.

Apoés avaliarmos o peso dos coragdes como uma medida indireta de hipertrofia
cardiaca, cortes histologicos dos ventriculos foram corados com hematoxilina e eosina (HE)
para avaliarmos o didmetro dos cardiomiécitos conforme demonstrado na figura 8.

A figura 8 demonstra a fotomicrografia das paredes livre do VE das proles C e D,

possibilitando andlise comparativa da forma e tamanho celular entre os cardiomidcitos.
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Figura 8: Fotomicrografia e representagdo grafica do didmetro dos cardiomiécitos da parede livre do VE das
proles C e DH, aos 21 dias de idade. A) Fotomicrografias representativas da parede livre do ventriculo esquerdo
(VE) de filhotes fémeas e machos das proles C e DH aos 21 dias de idade, coradas com Hematoxilina-Eosina.
Barra de calibrag@o: 10 um. B) Representagdo grafica do didmetro dos cardiomiocitos da parede livre do VE dos
filhotes fémeas (C, n=6; DH, n=7) e machos (C, n=5; DH, n=7). C= Prole Controle; DH= Prole Dieta

Hiperlipidica. *=P<0,05. Dados expressos como média = erro padrdo. Teste t-Student.
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4.4, Quantificacao dos lipideos neutros no ventriculo esquerdo das proles aos 21 dias de
idade

Com o objetivo de avaliarmos se o consumo materno de dieta hiperlipidica promoveu
alteracdes no contetdo de lipideos neutros no coragdo da prole, avaliamos o conteudo de
monoacilglicerol, colesterol, colesterol esterificado, triacilglicerol, acidos graxos e
fosfolipidios no VE da prole.

Ao avaliarmos o conteudo de monoacilglicerol no coragdo das proles ndo observamos

diferenca significativa entre os grupos experimentais (Figura 9).

Fémeas Machos

Monoacilglicerol
(ug/ug ptn)
Monoacilglicerol
(ug/ug ptn)

C DH C DH

Figura 9: Conteudo de monoacilglicerol no VE das proles C e DH, aos 21 dias de idade. A) Contetdo de
monoacilglicerol nos filhotes fémeas (n=7). B) Contetido de monoacilglicerol nos filhotes machos. C= Prole
Controle (n=7); DH= Prole Dieta Hiperlipidica (n=7). Os dados foram normalizados de acordo com a
concentragdo de proteina (ug/ug de proteina). Dados expressos como média + erro padrdo. Teste t-Student.

Ao quantificarmos o conteudo de diacilglicerol no corag@o da prole, ndo observamos

nenhuma diferencga significativa (Figura 10).
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Figura 10: Contetido de diacilglicerol no VE das proles C e DH, aos 21 dias de idade. A) Conteudo de
diacilglicerol nos filhotes fémeas (n=7). B) Contetdo de diacilglicerol nos filhotes machos. C= Prole Controle
(n=7); DH= Prole Dieta Hiperlipidica (n=7). Os dados foram normalizados de acordo com a concentragdo de
proteina (ug/ug de proteina). Dados expressos como média + erro padrdo. Teste t-Student.

Ao avaliarmos o conteiido de colesterol no ventriculo esquerdo das proles, ndo
observamos diferenga significativa entre as fémeas (Fémea C= 0,023+ 0,001 ug/ug ptn; DH=
0,023 + 0,015ug/ug ptn). Ao avaliarmos o contetido de colesterol total nos animais machos,
verificamos que a prole DH apresenta reducdo de 13% em relagdo a prole controle (Macho
C=0,023 £ 0,001 ug/ug ptn; DH= 0,020 + 0,0004 ug/ug ptn) (Figura 11).

Esses resultados demonstram que o consumo materno de dieta hiperlipidica promove

reducdo no contetdo de colesterol da prole de modo sexo-especifico.
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Figura 11: Contetudo de colesterol no VE das proles C e DH, aos 21 dias de idade. A) Contetido de colesterol
nos filhotes fémeas. B) Contetido de colesterol nos filhotes machos. C= Prole Controle (n=7); DH= Prole Dieta
Hiperlipidica (n=7). Os dados foram normalizados de acordo com a concentracdo de proteina (ug/ug de
proteina). Dados expressos como média + erro padrdo. *=P<0,05. Teste t-Student.

A analise do conteido de colesterol esterificado demonstrou reducdo de
aproximadamente 29% no ventriculo esquerdo das fémeas da prole DH em rela¢do ao seu
controle (Fémea C=0,041 £+ 0,003 ug/ug ptn, DH=0,029 £0,001 ug/ug ptn). Ao realizarmos a
mesma avaliagdo nos ventriculos esquerdo dos animais machos, observamos reducdo de
aproximadamente 52% em relagdo aos machos da prole Controle (Macho C= 0,08 +0,01
ug/ug ptn, DH=0,038 =0,003 ug/ug ptn).

Estes resultados demonstram que o consumo de dieta hiperlipidica promove reducdo

no conteudo de colesterol esterificado no coracao da prole (Figura 12).
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Figura 12: Contetido de colesterol esterificado no VE das proles C e DH, aos 21 dias de idade. A) Conteudo de
colesterol esterificado nos filhotes fémeas (n=7). B) Contetido de colesterol esterificado nos filhotes machos. C=
Prole Controle (n=7); DH= Prole Dieta Hiperlipidica (n=7). Os dados foram normalizados de acordo com a
concentracdo de proteina (ug/ug de proteina). Dados expressos como média + erro padrdo. ¥*=P<0,05. Teste t-

Student.

Ao avaliarmos o contetdo de triacilglicerol no VE das proles, observamos aumento de
aproximadamente 48% no VE da prole DH fémeas em relagdo a prole C fémea, (Fémea C=
0,013+0,002 ug/ug ptn, DH= 0,025 + 0,003 ug/ug ptn). Em relagdo ao conteido de TG nos
animais machos observamos aumento de aproximadamente 52% na prole DH em relagdo a
prole C (Macho C=0,011 £ 0,001 ug/ug ptn, DH= 0,023 £+ 0,002 ug/ug ptn).

Esses resultados indicam que o consumo materno de dieta hiperlipidica promove

aumento do contetudo de triacilglicerol no VE da prole (Figura 13).
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Figura 13: Contetdo de triacilglicerol (TG} no VE das proles C ¢ DH, aos 21 dias de idade. A) Contetido de TG
nos filhotes fémeas (n=7) . B) Contetido de TG nos filhotes machos. C= Prole Controle (n=7); DH= Prole Dieta
Hiperlipidica (n=7). Os dados foram normalizados de acordo com a concentragdo de proteina (ug/ug de
proteina). Dados expressos como média + erro padrio. *= P<0,05. Teste t-Student.

A analise do conteudo de acidos graxos livres no VE das proles ndo indicou diferenca
significativa entre os grupos experimentais (Fémeas C= 0,011 + 0,001 ug/ug ptn; DH= 0,008
+ 0,001 ug/ug ptn. Macho C= 0,014 £ 0,001 ug/ug ptn; DH= 0,011 £+ 0,001 ug/ug ptn) como

demonstrado na figura 14.
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Figura 14: Conteudo de 4cido graxo livre no VE das proles C e DH, aos 21 dias de idade. A) Contetido de 4cido
graxo livre nos filhotes fémeas (n=7). B) Contetido de acido graxo livre nos filhotes machos. C= Prole Controle
(n=7); DH= Prole Dieta Hiperlipidica (n=7). Os dados foram normalizados de acordo com a concentragdo de
proteina (ug/ug de proteina). Dados expressos como média + erro padrdo. Teste t-Student.

Ao avaliarmos o contetdo de fosfolipidios no VE das proles, nenhuma diferenca
significativa foi observada (Fémeas C= 0,033 + 0,002 ug/ug ptn; DH= 0,030 £+ 0,001 ug/ug
ptn; Machos C= 0,029 + 0,001 ug/ug ptn; DH= 0,029 + 0,002 ug/ug ptn) (Figura 15).
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Figura 15: Contetido de fosfolipidios no VE das proles C e DH, aos 21 dias de idade. A) Conteudo de
fosfolipidios nos filhotes fémeas (n=7). B) Conteudo de fosfolipidios nos filhotes machos. C= Prole Controle
(n=7); DH= Prole Dieta Hiperlipidica (n=7). Os dados foram normalizados de acordo com a concentragdo de
proteina (ug/ug de proteina). Dados expressos como média + erro padrdo. Teste t-Student.
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4.5. Quantificacio de acidos organicos no ventriculo esquerdo das proles aos 21 dias de
idade

Com o objetivo de avaliarmos se o consumo materno de dieta hiperlipidica promoveu
alteragdes na concentracdo dos acidos organicos envolvidos no metabolismo do coracdo da
prole, avaliamos o conteudo de acido oxaloacético, acido latico e 4cido succinico no VE da
prole através da técnica de HPLC.

Ao analisarmos o contetdo de acido oxaloacético no VE das proles ndo observamos
diferencas significativas (Fémea C= 0,104 £0,028 mg/g tecido, DH= 0,024 0,011 mg/g
tecido; Macho C= 0,061 + 0,019 mg/g tecido, DH=0,130 £0,047 mg/g tecido ) (Figura 16).

Esses resultados demonstram que o consumo materno de dieta hiperlipidica nao

promove mudancas significativas no conteudo de acido oxaloacético da prole DH.
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Figura 16: Contetdo de acido oxaloacético no VE das proles C e DH, aos 21 dias de idade. A) Contetido de
acido oxaloacético nos filhotes fémeas. C= Prole Controle (n=6); DH= Prole Dieta Hiperlipidica (n=5). B)
Contetdo de acido oxaloacético nos filhotes machos. C= Prole Controle (n=6); DH= Prole Dieta Hiperlipidica
(n=6). Os dados foram normalizados de acordo com a massa de tecido (mg/g de tecido). Dados expressos como

média + erro padrio. Teste t-Student.

A avaliag@o do conteudo de acido latico ndo demonstrou diferenga significativa entre

as fémeas das proles C e DH (C= 5,168 + 2,312 mg/g tecido; DH= 3,956 + 2,422 mg/g

tecido).
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Ao analisarmos o conteudo de acido latico no VE dos animais machos a presenca
deste acido ndo foi detectada na prole DH (C= 4,994 + 2,234 mg/g tecido; DH= nao
detectado) (Figura 17).

Fémeas Machos

Acido Latico
(mg/ g tecido)
5
Acido Latico
(mg/ g tecido)
5

0 N.D.
C DH C DH

Figura 17: Conteudo de acido latico no VE das proles C e DH, aos 21 dias de idade. A) Contetido de acido
latico nos filhotes fémeas, C= Prole Controle (n=6); DH= Prole Dieta Hiperlipidica (n=5). B) Contetido de acido
latico nos filhotes machos. C= Prole Controle (n=6); DH= Prole Dieta Hiperlipidica (n=5); N.D. = ndo
detectado. Os dados foram normalizados de acordo com a massa de tecido (mg/g de tecido). Dados expressos
como média + erro padrdo. Teste t-Student.

A avaliacdo do contetido de acido succinico no VE das proles ndo demonstrou
diferenca significativa entre os grupos (Fémea C= 0,714 + 0,493 mg/g tecido; DH= 0,606 +
0,606 mg/g tecido; Macho C= 1,030 + 0,651 mg/g; DH= 1,274 + 0,806 mg/g tecido) (Figura
18).
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Figura 18: Contetido de acido succinico no VE das proles C e DH, aos 21 dias de idade. A) Contetido de acido
oxaloacético nos filhotes fémeas. C= Prole Controle (n=6); DH= Prole Dieta Hiperlipidica (n=5). B) Conteudo
de acido oxaloacético nos filhotes machos. C= Prole Controle (n=6); DH= Prole Dieta Hiperlipidica (n=6). Os
dados foram normalizados de acordo com a massa de tecido (mg/g de tecido). Dados expressos como média +
erro padrdo. Teste t-Student.

4.6. Expressao de Irp e PI3K no ventriculo esquerdo da prole

Foram realizadas analises da expressdo proteica de Irf e PI3K no VE das proles
utilizando a técnica de Western blotting.

Ao analisarmos a expressdao do receptor IRB no ventriculo das proles C e DH,

nenhuma diferencga significativa foi observada, conforme demonstrado na figura 19.
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Figura 19: Expressao proteica da isoforma 3 do receptor da insulina (IR-f) no VE das proles C e DH, aos 21
dias de idade. A) Imagens da membrana de PVDF da expressao proteica nos filhotes fémeas e machos (C= Prole
Controle n=6; DH= Prole Dieta Hiperlipidica n=7). A coloracdo Ponceau foi utilizada para normalizar os dados.
B) Analise densitométrica da expressao proteica do IR-f nos filhotes fémeas e machos. Dados expressos como
média <+ erro padro. Teste t-Student.
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A analise da expressdo proteica de PI3K p-85 no VE das proles, C e DH, ndo

demosntrou diferenca significativa (Figura 20).
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Figura 20: Expressdo proteica da enzima fosfatidilinositol-3 cinase (PI3K p 85) no VE das proles C e DH, aos
21 dias de idade. A) Imagens da membrana de PVDF da expressdo proteica da PI3K p 85 nos filhotes fémeas e
machos (C= Prole Controle n=8; DH= Prole Dieta Hiperlipidica n=4). A coloragdo Ponceau foi utilizada para
normalizar os dados. B) Analise densitométrica da expressdo proteica da PI3K p 85 nos filhotes fémeas e
machos. Dados expressos como média + erro padrdo. Teste t-Student.

Esses resultados indicam que o consumo materno de dieta hiperlipidica ndo alterou a

expressao proteica de Irf e PI3K no VE das proles.
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5. DISCUSSAO

O consumo materno de dieta hiperlipidica sobre a fun¢do cardiaca de ratos Wistar
machos e fémeas, induziu ao desmame (21 dias) aumento na massa corporal, com elevacao de
adiposidade corporal, hipertrofia cardiaca e alteracdes em alguns elementos envolvidos no
metabolismo cardiaco. Nossos resultados demonstram que o consumo materno de dieta
hipelipidica além de promover aumento de adiposidade corporal e hipertrofia cardiaca,
também promove altera¢cdes nas concentragdes de alguns lipideos neutros no VE da prole
com redugdo dos niveis de colesterol no coragdo de animais machos da prole, redugdo do
conteudo de colesterol esterificado nos filhotes de ambos os sexos e aumento no conteudo de
triacilglicerol em ambos os sexos. As alteragdes na concentragdo destas substancias
envolvidas no metabolismo energético sugerem que a dieta hiperlipidca nas matrizes ¢ capaz
de promover mudangas no metabolismo cardiaco da prole.

Dietas enriquecidas com gordura tém sido utilizadas em modelos de obesidade,
induzindo alteragdes nas concentracdes lipidicas e resisténcia a insulina em roedores. Nestes
modelos tem sido observado que estas dietas induzem desordens semelhantes a sindrome
metabolica e pode se extender a doencas cardiovasculares (MANI et al., 2012). Proles de
ratos, em que as matrizes foram submetidas a dieta rica em gordura no periodo perinatal
demonstraram aumento sérico de colesterol, triglicerideos, LDL, HDL , VLDL e glicemia, na
fase adulta, sugerindo que o insulto promovido pela dieta na vida perinatal contribui para o
desenvolvimento de doengas metabolicas na vida adulta (OLIVEIRA et al., 2011).

Ratas diabéticas da linhagem Spraguey- Dawley quando submetidas a dieta rica em
gordura, originam prole com prejuizos na func¢do cardiaca provocada pelo estresse oxidativo
metabolico e mitocondrial. Trabalhos da literatura demonstram aumento no numero de
duplicacdes de clones mitocondriais, aumento na peroxidagdo de lipideos e evidencia de
disfuncdo mitocondrial. Quando a dieta hiperlipidica ¢ associada a diabetes afeta mais
severamente a prole ¢ demonstra o acimulo de lipideos no coragdo, disfungdes diastdlica e
sistolica mimetizando a cardiomiopatia diabética (mudangas estruturais e funcionais dos
cardiomiocitos observadas na presenca de DM2) em adultos (HAYAT et al., 2010; MDAKI
et al., 2016).

Dados do nosso grupo de pesquisa demonstraram que o consumo materno de dieta
hiperlipidica é capaz de promover aumento da massa corporal, adiposidade, hiperleptinemia e

aumento da massa cardiaca em filhotes machos e fémeas ao desmame. Quando a fun¢ao
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cardiaca desses animais foi avaliada na fase jovem (30 dias de vida) verificamos que a prole
apresenta diminuicao da fragdo de ejecao e aumento do volume sistolico final.

Ha divergéncias na literatura no que tange a relacdo entre mudanga na preferéncia do
metabolismo cardiaco e aumento no tamanho dos cardiomidcitos e consequente hipertrofia
cardiaca. De acordo com KOLWICZ & TIAN (2011), a maior mudanga no perfil metabolico
de coragdes hipertrofiados estd no aumento da dependéncia de glicose com reducdo na
sobrecarga do metabolismo oxidativo, ou seja, reaparecimento do padrdo de metabolismo
fetal. Porém GUZZARDI & 1I0ZZO (2011) relatam associacdo entre o acumulo de
triacilglicerol, hipertrofia e disfun¢do no ventriculo esquerdo.

O estudo do nosso modelo experimental demonstrou aumento no didmetro das células
cardiacas e consequente hipertrofia cardiaca. SUNG e colaboradores (2017) demonstraram
que dieta rica em gordura induz a hipertrofia, ¢ altera a localizagdo subcelular de CD36
(proteina responsavel pela captagdo de acidos graxos no sarcolema). Evidéncias sugerem que
a relocalizacdo do CD36 no sarcolema ¢ induzida pela sobrecarga de 4cidos graxos através da
ativagdo de PPARa (receptor ativado do proliferador de peroxissomo) que regula a
diferenciacao celular e o metabolismo.

Todas essas alteragdes supracitadas precedem o inicio da disfung@o cardiaca, e esta
relacionado com a fosforilagdo e ativacdo da sinalizacdo da proteina cinase B (PKB/AKT),
que regula a sensibilidade a insulina. OUWENS e colaboradores (2007) relataram que ratos
alimentados com dieta rica em gordura por 8 semanas exibiram aumento no acumulo de TG,
hipertrofia nos cardiomiocitos, diminui¢do na fracdo de encurtamento e fracdo de ejecdo no
ventriculo esquerdo.

Ao nascimento os machos e as fémeas da prole DH quando comparados com a prole C
ndo apresentaram alteragdes significativas na massa corporal o que condiz com o que ja foi
demonstrado por FRANCO e colaboradores (2012). O aumento de massa corporal na prole
DH foi observado a partir do 6° dia de vida e perpetuou até o desmame.

Foi demonstrado que o leite de ratas Sprage Dawley submetidas a dieta hiperlipidica e
hiperglicidica apresentou indices elevados de colesterol, acidos graxos livres, triglicerideos e
glicose entre 0 9° ¢ 11° dia de lactagdo (KIRK et al., 2009). De acordo com FRANCO e
colaboradores (2012) o leite de ratas submetidas a dieta hiperlipidica apresentou elevacdo nas
taxas de colesterol e triacilglicerol do 11° dia de lactacdo até o desmame, possibilitando a
inferéncia de que a presenca de macronutrientes no leite materno possa ser responsavel pelo

ganho de massa corporal na prole DH.
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O aumento da massa corporal da prole DH foi acompanhado pelo aumento da massa
dos tecidos adiposos avaliados (retroperitoneal, perigonadal e inguinal) indicando que o
aumento da massa corporal estd relacionado com a maior adiposidade desses animais. Este
resultado também foi retratado em outros estudos com modelos experimentais parecidos
(WHITE et al., 2009; EMILIANO et al., 2011), refor¢cando a hipotese de que o consumo
materno de dieta hiperlipidica induz a obesidade prematura independente da presenca de
obesidade materna (FRANCO et al., 2012). A obesidade resulta do desequilibrio entre a
ingestdo alimentar e gasto energético o que leva a um aciimulo excessivo de tecido adiposo
(JUNG & CHOI, 2014). Com possiveis alteragdes clinicas que s3o fatores de risco para
doenca cardiovascular como resisténcia a insulina, dislipidemia e esteateose hepatica
(MITTENDORER, 2011).

O monoacilglicerol (classe de glicerideos composto por uma molécula de glicerol
ligado a um acido graxo) contribui para a produgdo de enegia através da produgdo de piruvato
e € possivel que o aumento do trabalho cardiaco possa requerer monoacilglicerol como fonte
energética. O monoacilglicerol pode compensar a perda dos acidos graxos como substrato
energético. Nao se sabe até que ponto o monoacilglicerol ¢ fisiologicamente utilizado como
substrato energético quando comparado com os acidos graxos e glicose no trabalho cardiaco
(HIBUSE et al., 2009). Nao houve variagdo no conteudo de monoacilglicerol no VE de
ambos os sexos da prole DH quando comparados com a prole C, possibilitando inferir que
ndo houve reducdo ou elevagdo na producdo de piruvato a partir de monoacilglicerol nem
supressdo na oxidagdo de acidos graxos no coracdo. GAMBERT e colaboradores (2007)
demonstrou que o aumento do transporte de monoacilglicerol suprime a oxidag¢do de acidos
graxos no coragao.

O diacilglicerol é um glicerideo composto de duas cadeias de acidos graxos ligados
covalentemente a uma molécula de glicerol. A fungdo do diacilglicerol no coracdo esta
associada a melhora na disfun¢do do miocardio em ratos diabéticos (HAYASHI et al., 2001),
e sua elevacdo no musculo esquelético tem sido proposta por ativar a cascata de cinases que
estao envolvidas na diminui¢do da agdo da insulina (ATKINSON et al., 2003; TURINSKY et
al., 1990). Nossos resultados demonstraram que ndo houve diferenga no conteudo de
diacilglicerol no VE da prole de ratos tanto machos como fémeas DH sugerindo que a fungao

cardiaca ndo foi influenciada por qualquer alteragdo no metabolismo de diacilglicerol.

53



Manifestagdes clinicas do acumulo do colesterol nas artérias que chegam ao musculo
cardiaco causam mais morte e distirbios do que todos os tipos de canceres combinados
(LLOYD- JONES et al., 2009).

O colesterol ¢ uma fragdo lipidica do corpo humano. Ele ¢ um alcool insaturado da
familia dos esteroides; ¢ essencial para a funcdo normal de todas as células animais e ¢ um
elemento fundamental de sua membrana celular. Ele também ¢ precursor de varias
substancias criticas tal como hormonios esterdides adrenal e gonodal, e 4cidos biliares (COX
& GARCIA-PALMIERI, 1990).

As células transportam apenas colesterol livre, ndo esterificado (CHEN, 2001). No
presente trabalho a prole macho DH apresentou reducao de 13% no conteudo de colesterol no
ventriculo esquerdo, enquanto as fémeas da prole DH ndo apresentaram mudangas
significativas no contetido de colesterol no VE quando comparadas com a prole fémea C.
Demonstrando que ha divergéncia na utilizacdo do colesterol no VE entre machos e fémeas
quando sofrem insulto hiperlipidico.

O colesterol liberado pelas células esta na forma esterificada (CHEN, 2001), este por
sua vez pode circular pela corrente sanguinea. O aumento na taxa sérica de colesterol
esterificado aumenta o risco de doenga coronariana (TANAKARA et al., 2013).

No presente estudo observamos redug¢do de 25% no conteido de colesterol
esterificado no VE da prole fémea DH e redugao de 50% no VE da prole macho DH.

Estudos sugerem que os acidos graxos esterificados sdo a principal fonte energética de
lipideos no coragdo. Na circulagdo, a maioria dos acidos graxos estdo presentes ou como
acidos graxos esterificados com glicerol como um componente da lipoproteina de
triacilglicerol e fosfolipideos, ou nao esterificada, como acidos graxos livres circulantes
ligados a albumina. Alguns éacidos graxos sdo adquiridos pelo tecido, incluindo o coragao,
como um componente ou total das particulas de lipoproteinas ou pequenas vesiculas lipidicas
que dissociam de grandes lipoproteinas durante a lipolise. Estudos em humanos demonstrou a
extragdo de esterificados por ex., lipoproteinas associadas aos acidos graxos pelo coracdo
(BALLARD et al., 1960).

Os triglicerideos sdo tri- esteres oriundos da combinagdo entre glicerol e acidos graxos
e representam o principal componente lipidico da gordura da dieta e deposito nos animais
(COX & GARCIA-PALMIERI,1990).

E proposto que o acimulo de triacilglicerol e aumento de adiposidade ao redor do

coracdo e dos vasos podem prejudicar a sinalizacdo do calcio, a B-oxidacao e a utilizacdo da
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glicose, levando ao dano da fun¢do mitocondrial e aumento na produg@o de espécies reativas
de oxigénio, moléculas pro-apoptoticas e inflamatorias e finalmente a inflamacao e disfuncao
cardiaca. Além disso, ha aumento no acumulo de triacilglicerol nos cardiomiocitos
(GUZZARDI & 10270, 2011).

A medida que a oxidagdo de acidos graxos torna-se saturada, os cidos graxos dentro
dos depositos promovem um mecanismo protetor, que previne a incorporagdo de excesso de
acidos graxos (especialmente acidos graxos de cadeia longa saturado como palmitato) dentro
de espécies lipotoxicas, como as ceramidas e diacilglicerol evitando assim a lipotoxicidade
cardiaca. Porém, o acimulo massivo de TG intracelular promove a hipertrofia ventricular,
disfun¢do cardiaca, resisténcia a insulina e marcadores inflamatérios (GUZZARDI & 10ZZ0,
2011).

E controverso se o acimulo do TG nos musculos é o resultado do aumento do
suprimento dos acidos graxos ou da dimui¢do da oxidagdo dos acidos graxos, ou a
combinacdo de ambos (LEWIS et al., 2002). O TG cardiaco esta associado com a redugdo no
transporte da glicose estimulado pela insulina através do GLUT4 (ATKINSON et al., 2003).

Elevadas concentragdes de TG no coracdo tem sido associadas com depressdo na
contratilidade, arritmias, hipertrofia, faléncia cardiaca e apoptose (REGAN & WEISSE,
2001; CORR et al., 1989).

Nosso estudo tem demonstrado que a prole fémea DH aumentou o contetudo cardiaco
de triacilglicerol em 48% e nos machos da prole DH o aumento foi de 56%. Muitos estudos
ndo conseguiram estabelecer se o acimulo de TG ¢ toxico, porém o aumento nos niveis de
TG correlacionam-se com disturbios associados a obesidade como a sindrome metabolica.
Experimentos sugerem que o TG por si s6 € um bom marcador para a sobrecarga lipidica nas
células (DROSATOS et al., 2011; LISTENBERGER et al., 2003; OKERE et al., 2006). A
elevagdo do TG nos coragdes da prole DH demonstra sobrecarga lipidica nestes coragdes e
sugere distarbios no transporte glicolitico ja que a prole DH apresentada por FRANCO e
colaboradores (2012) demonstrou hiperglicemia.

Em coragdes com lipotoxicidade, o aumento na disponibilidade dos acidos graxos
plasmaticos € o primeiro e mais comum evento correlacionado com a hipertrofia e disfung@o
cardiaca (GUZZARDI & 10ZZO, 2011). Em nosso modelo experimental apesar de as
concentragdes plasmaticas de acidos graxos nao terem sido avaliadas, nos VE da prole DH
ndo foi observado diferenca na concentragdo de acidos graxos, sugerindo que em nosso

modelo experimental os lipideos estdo estocados na forma de triacilglicerol.
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A obesidade e a diabetes podem ser resultado da mudanca no metabolismo toxico para
mais acidos graxos e menos oxidac¢do de glicose com concomitante acumulo de lipideos
toxicos. Os lipideos podem diretamente alterar a estrutura celular e ativar vias levando a
toxicidade. Alguns estudos tém associado o aumento de 4cidos graxos, acil coenzima A das
gorduras, diacilglicerol e ceramidas a lipotoxicidade celular (DROSATOS & SCHULZE,
2013).

O prejuizo induzido pelos acidos graxos na via da insulina/ IRS1/ PI3K/ AKT tem
sido sugerido ser o fator causador da cardiomiopatia diabética (HOUSTIN et al., 2006).

Enquanto muitos estudos sobre lipotoxicidade no coragcdo focam na patogénese da
cardiomiopatia associada ao excesso de lipideos em doengas com estoque de lipideos tal
como obesidade, uma hipotese alternativa para a causa da lipotoxicidade que nao tem sido
explorada em detalhes no coragdo ¢ a relagdo entre a homeostasia das camadas fosfolipidicas
das membranas plasmaticas e disfuncdo cardiaca induzida por lipideos. O crescimento
corporal revela o prejuizo significativo no sistema de sinalizagdo mediada pelo fosfolipideo
na hipertrofia cardiaca, cardiomiopatia diabética, e faléncia cardiaca (TAPPIA & SINGAL,
2008), todos do qual poderiam estar associados com excesso de acumulo de lipideo no
coracdo. Estudos in vitro tem dado suporte a esta nogdo de uma associagao entre disturbio no
metabolismo fosfolipidico e lipotoxicidade cardiaca (OSTRANDER et al., 2001). No entanto,
ndo houve diferenca significativa na concentracdo de fosfolipidio nas proles DH macho e
fémea.

O piruvato ou pode ser carboxilado pela piruvato carboxilase produzindo
oxaloacetato, este por sua vez pode participar do fluxo anaplerético promovendo o aumento
no contetdo tecidual de malato ou sair da mitocondria e ser convertido em fosfoenolpiruvato
(precursor do piruvato) (POUND ez al., 2009). O oxaloacetato ¢ o material de partida para a
gliconeogénese.

Ele é um importante intermediario no metabolismo, ligando carboidrato, lipideos,
aminoacidos e nucleotideo (WALLACE, 2010; OWEN et al., 2002). O oxaloacetato ¢ o
citrato também suportam as principais vias biossintéticas da gliconeogénese e lipogénese,
respectivamente (CHUNG et al., 2012).

A dosagem de acido oxaloacétio no VE da prole DH ndo apresentou diferenca
significativa, no entanto, o nivel de acido oxaloacetico observado nas fémeas DH estava
reduzido sugerindo que a permanéncia do insulto hiperlipidico poderia promover danos no

metabolismo do acido oxaloacético no VE das fémeas. De acordo com GRAY e
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colaboradores (2014) a falta de oxaloacetato estimula a degradagdo de lipideos quando néo €
mais possivel conseguir energia através de carboidratos (GRAY et al., 2014). No entanto, em
coragdes perfundidos com baixa concentracdo de O, (hipoxia) seria inviavel a utilizacdo
apenas de lipideos como fonte energética (KASSIOTIS et al., 2008).

O transporte de lactato em coragdes in vivo ¢ diretamente proporcional a sua
concentragdo no soro. Em coragdes isolados perfundidos, observou-se que o lactato contribui
significativamente para a formagao de acetil CoA. A oxidacdo de lactato ocorre em baixas
tensoes de oxigénio no perfusato (CHATAM et al., 1999).

Embora a producao e o efluxo de lactato esteja aumentado em coragdes hipertrofiados,
a taxa global de oxida¢@o ¢é similar a de coracdes nao hipertrofiados (AKKI et al., 2008).
Observamos que ndo houve diferenca na concentragdo de acido latico no VE da prole das
fémeas DH.

Em nosso modelo experimental ndo observamos diferencas significativas no contetdo
de acido succinico no VE da prole. O acido succnico ou succinato € um intermediario da via
metabolica do ciclo do acido tricarboxilico, além disso, ¢ um ligante e ativador do receptor 91
acoplado a proteina G (GPR91), este receptor foi inicialmente identificado nos rins, e mais
tarde no coragdo (HE et al., 2004).

A ativagdo do GPR91 pelo acido succinico estd associada a hipertrofia de
cardiomiocitos (AGUIAR et al., 2014). A ativacdo da via de sinalizacdo pelo GPR91
(receptor acoplado a proteina G) inclui aumento na concentragio de Ca" intracelular e
cAMP, bem como a ativagdo de proteina cinases ativadas por mitégenos e cinases reguladas
por sinais extracelulares 1/ 2 (MAPK- ERK 1/ 2) (HE et al., 2004; ROBBEN et al., 2009). A
fosforilagdo de ERK1/ 2 ¢ uma via classica da MAPK envolvida na hipertrofia cardiaca
(BUENO et al., 2002; KEHAT et al., 2011).

Apesar da ativacdo do GPR91 pelo succinato ativar a via da MAPK ¢ ERK 1/ 2 e
promover hipertrofia nos cardiomidcitos, a hipertrofia presente no VE da prole DH nao foi
acarretada via succinato - GPRI1.

Estudos em modelos animais sugerem que a hipertrofia ventricular esquerda pode
estar associada a resisténcia a insulina e alteragdes no transporte glicolitico. A avaliacdo do
transporte de glicose dependente de insulina pode ser realizada com a avaliagdo dos
elementos da via glicolitica responsaveis pela inser¢do do transportador GLUT4 na
membrana dos cardiomidcitos, tais como Irf, PI3K, AKT, GLUT4 entre outros

(PATERNOSTRO et al., 1999).
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Todas as respostas celulares pleitropicas para insulina, incluindo a ativacdo do
transporte de glicose, sdo mediadas por um receptor de superficie membranar. O receptor de
insulina ¢ uma enzima alostérica (inserida na membrana celular) composta de dois tipos de
subunidade (o e ) que sdo estabilizadas em estrutura tetramérica f-a-o-f pela ligacdo por
subunidades de dissulfeto. Assim, a subunidade o que ¢ exteriorizada na membrana
plasmatica, contém sitios de ligacdo, enquanto a subunidade B, que atravessa a membrana
plasmatica, contém o dominio catalitico cinase da proteina citoplasmatica tirosina especifica
envolvido na via de transdu¢do (ROSEN, 1987). A analise da expressdo do Irf em nosso
modelo experimental ndo apresentou diferenca significativa, sugerindo que o aumento do
consumo de dieta hiperlipidica pelas matrizes ndo altera a expressdo dos receptores de
insulina p.

PI3K ¢ ativado pelo receptor de tirosina cinase (ex., receptores de insulina e fator 1 de
crescimento ligado a insulina). O PI3K ocupa importante papel em varios mecanimos de
transducdo de sinal tais como organizagdo do citoesqueleto, crescimento celular e apoptose
(AOYAGTI, 2011). A familia PI3K pode ser dividida em 3 classes principais de acordo com
sua sequéncia de aminoacidos. Destes, a classe PI3K Ia e Ib sdo altamente expressas no
coracdo. A isoforma da classe la esta envolvida na mediagdo da hipertrofia fisiologica,
enquanto a isoforma da classe Ib, PI3Ky, controla a contratilidade do miocéardio através da
sinalizacdo do receptor da proteina acoplada a proteina G (FRUMAN & ROMMEL, 2014).
As PI3Ks de classe Ia sao moléculas heterodiméricas, que incluem a subunidade catalitica
110-KDa (p110a e ) e a subunidade regulatéria 85- ou 55-KDa (p85/ p55). Nas células de
mamiferos, a interagdo entre p110 e p85/p55 sdo importantes para efetuar a atividade maxima
de PI3K (SHIOI et al., 2000) .

LUO e colaboradores (2005) demonstraram que camundongos com dele¢des musculo-
especifica na subunidade p85a e na linhagem germinativa exibiam atenuagdo da sinalizag¢ao
de AKT no coragdo, tamanho reduzido do 6rgéo e expressdo génica cardiaca alterada (LUO et
al., 2005).

Apesar de haver associacdo entre hipertrofia cardiaca e PI3K p85, nenhuma alteragdo
na expressao de PI3K p85 foi observada no VE da prole. Sugerindo que a hipertrofia cardiaca
presente na prole DH ndo esteja associada a via da insulina.

No coragdo adulto os lipideos sdo os principais combustiveis mitocondriais para a
sintese de ATP e geracdo de energia para a contracdo dos cardiomiécitos. O acimulo de TG

nos cardiomiocitos pode estar associado a promog¢do de distirbio mitocondrial através do
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bloqueio na CPT1 (carnitina palmitoil transferase 1), responsavel pela conversdo de acil CoA
de cadeia longa, oriunda dos 4cidos graxos, em acilcarnitina e entrada na mitocondria para
posterior sintese de ATP (AON et al., 2014). Novos experimentos sdo necessarios para
avaliacdo da expressdo de CPT1 no VE da prole DH para elucidagdo desta hipotese.

Apesar da expressao proteica dos elementos associados a inser¢ao de transportador de
glicose dependente de insulina (GLUT4) na membrana dos cardiomidcitos no VE ndo
apresentarem diferenca na prole DH, ¢ possivel que o transporte de glicose nos
cardiomiocitos possa ocorrer através de outros transportadores nao dependentes de insulina.

O acumulo do TG possibilita inferir que ha prejuizo no metabolismo cardiaco destes
animais o que também justifica os prejuizos na fungdo cardiaca. O acumulo de lipideos
ocasiona disfuncdo sistolica. A hipertrofia cardiaca e o acuimulo de TG no VE da prole DH
podem ser responsaveis pelas disfungdes cardiacas (diminuicdo da fragdo de ejecdo e

aumento no volume sistolico final) observadas por ZECA (2015).
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6. CONCLUSAO

Os nossos resultados demonstraram que o consumo materno de dieta hiperlipidica ¢é
capaz de promover aumento de massa corporal, maior adiposidade, hipertrofia cardiaca,
reducdo do conteudo cardiaco de colesterol esterificado e aumento de triacilglicerol no
ventriculo esquerdo da prole, independente do sexo, ao desmame. Estas alteracdes podem
estar relacionadas a mudangas no perfil metabdlico cardiaco e associados a hipertrofia podem

desencadear disfungdes cardiacas na prole.
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