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RESUMO

Diante de um estilo de vida dos individuos frequentemente exposto a uma dieta excessivamente
rica em gorduras, surgiram questionamentos se tal dieta durante a gestacdo poderia, também,
causar impactos a saide do feto em desenvolvimento, aumentando os riscos de doencas
metabolicas quando adulto. Objetivo: investigar as possiveis repercussdes gastrointestinais e
metabolicas na prole de ratas Wistar expostas a dieta hiperlipidica, com diferentes teores de
lipideos. Metodologia: As ratas gravidas foram divididas nos grupos: C (grupo controle: maes
submetidas a dieta normolipidica — 3,5% de lipideos), E1 (grupo experimental 1: maes
submetidas a dieta com 28% de lipideos) e E2 (grupo experimental 2: maes submetidas a dieta
com 40% de lipideos). Durante o periodo gestacional foram avaliados parametros maternos
como consumo de ragdo e liquidos, bem como a variagao de peso corporal. Os testes de funcao,
bem como a morfometria gastrintestinal foram realizadas nos filhotes de 30 dias, enquanto que
as andlises metabolicas (determinagdo de pressdo arterial, determinagdo de lipideos séricos,
testes de fungao renal e avaliacao de adiposidade corporal, por meio do indice de Lee e peso de
tecido adiposo seco) foram realizadas nos filhotes de 120 dias. Resultados: No grupo El
encontramos as seguintes alteragcdes: maior consumo caldrico e lipidico pelas ratas gravidas;
menor peso corporal, apesar de maior adiposidade aos 120 dias, e também foi encontrada uma
menor Taxa de Filtragdo Glomerular (TFG) nos animais dessa idade; enquanto nos filhotes de
30 dias, foi observado menor peso relativo do estdmago, menor indice de tlcera (IU), parede e
mucosa estomacais mais espessas, menor espessura da mucosa jejunal, apesar da maior area
apresentada por esse segmento de intestino delgado, € menor espessura da parede retal. Ja nos
animais do grupo E2-40% foram encontrados menores consumos de ragdo, de carboidratos e
proteinas, acompanhado pelo aumento do consumo lipidico pelas maes; menor peso corporal,
apesar de maior adiposidade na prole aos 120 dias de idade; menor peso corporal, além de peso
e area do estdmago reduzidos, bem como menores [U e peso bruto, mas maior peso relativo do
intestino delgado, menor espessura da mucosa ileal, refletindo na espessura total desse
segmento, além de menor espessura da mucosa e camada muscular coldnica e cecal, conferindo
menor espessura total da parede desses segmentos intestinais na prole aos 30 dias de idade.
Conclusio: A dieta materna rica em gorduras foi capaz de promover importantes alteracdes
metabolicas e gastrintestinais na prole aos 30 e 120 dias de idade.

Palavras-Chave: dieta hiperlipidica materna, programagdo fetal, prole, alteragdes

gastrintestinais, alteracdes metabdlicas.



ABSTRACT

Background: Faced with our lifestyle often exposed to an excessively high fat diet, questions
began to arise whether such a diet during pregnancy could also impact the health of the
developing fetus, increasing the risk of metabolic diseases as an adult. Aims: to investigate the
possible gastrointestinal and metabolic repercussions in the offspring exposed to the maternal
hyperlipidic diet, with different lipid levels. Methods: Pregnant rats were divided into groups:
C (control group: mothers submitted to a normolipid diet - 3.5% of lipids), E1 (experimental
group 1: mothers submitted to diet with 28% of lipids) and E2 (experimental group 2: mothers
on a 40% lipid diet). During the gestational period, maternal parameters such as feed intake and
fluid intake, as well as body weight variation were evaluated. Functional tests as well as
gastrointestinal morphometry were performed in the 30-day-old pups, while metabolic analyzes
(blood pressure determination, serum lipid determination, renal function tests and body
adiposity assessment using the Lee index and dry adipose tissue weight) were performed on the
120 day old pups. Results: In group E1 we found the following changes: higher caloric and
lipid intake by pregnant rats; lower body weight, despite higher adiposity at 120 days, and a
lower Glomerular Filtration Rate (GFR) was also found in the animals of that age; while in the
30-day-old offspring, a lower relative weight of the stomach, lower ulcer rate (UR), thicker
stomach wall and mucosa, and a smaller thickness of the jejunal mucosa were observed, despite
the larger area presented by this segment of the small intestine and smaller thickness of the
rectal wall. In the animals of the E2-40% group, lower intakes of diet, carbohydrates and
proteins were found, accompanied by an increase in lipid intake by the mothers; lower body
weight, despite higher adiposity in offspring at 120 days of age; lower body weight, as well as
reduced weight and stomach area, as well as lower Ul and gross weight, but higher relative
weight of the small intestine, lower thickness of the ileal mucosa, reflecting the total thickness
of this segment, as well as a lower thickness of the mucosa and layer colonic and cecal muscles,
giving a lower total wall thickness of these intestinal segments in offspring at 30 days of age.
Conclusion: The high-fat diet maternal was able to promote important metabolic and
gastrointestinal changes in offspring at 30 and 120 days of age.

Keywords: high-fat diet maternal, fetal programming, offspring, gastrointestinal changes,

alteragdes metabolic.
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1. INTRODUCAO

A programacao fetal (fetal programming) ¢ um processo resultante de estimulos
adversos apresentados as maes, durante a gestagdo, que envolve uma complexa rede de
regulagdo génica, promovendo alteragdes permanentes na estrutura e func¢ao tecidual do feto,
modulando a funcionalidade de tecidos-alvo metabolicamente ativos, de modo a afetar o seu
desempenho e adaptacao a desafios metabdlicos (BURGUENO et al, 2013).

Nesse sentido, a programacao fetal, atualmente conhecida como hipdtese das Origens
do Desenvolvimento da Satde e das Doencas (DOHaD), pode predispor as pessoas a certas
doencas ao longo da vida adulta, tornando esse ambito de pesquisa essencial, visto que a
gestacdo e lactagdo sdo periodos criticos em que o feto estd em intenso crescimento e
desenvolvimento. Entretanto, 0 mecanismo para a programacao fetal de doencas na idade adulta
permanece como uma hipotese, ndo havendo ainda compreensdo suficiente sobre o seu
estabelecimento. (KWON e KIM, 2017).

Pensando que, atualmente, o estilo de vida dos individuos, frequentemente os expde a
uma dieta excessivamente rica em gorduras, comecaram a surgir questionamentos se tal dieta
durante a gestagdo poderia, também, causar impactos a saide do feto em desenvolvimento,
aumentando os riscos de doencas metabolicas quando adulto (MARIE-STEPHANIE
CLERGET-FROIDEVAUX, 2017). Com isso, em coincidéncia com a alarmante epidemia da
obesidade materna, aumentou-se o interesse em pesquisar o impacto do ambiente intrauterino
no crescimento e desenvolvimento fetal (GLUCKMAN et al, 2008).

Em 2012, JACKSON e colaboradores, em uma pesquisa com ratos Sprague-Dawley,
cujo objetivo foi testar a hipotese de que uma combinacdo de uma dieta rica em gordura e
frutose nas fases pré e pos-natal iria agravar a lesdo renal e metabolica na prole, verificaram
que a hipernutricdo, tanto no ttero quanto apds o nascimento, teve profundos efeitos sobre a
saude renal e metabdlica na vida adulta dos filhotes. Outras evidéncias demonstraram que a
exposicdo a um ambiente intrauterino obesogénico provocou modificagdes epigenéticas,
aumentando a suscetibilidade a diabetes tipo 2 e hipertensdo arterial sistémica nos filhotes
(GANU et al, 2012; ROSS e DESAI, 2013). H4 ainda pesquisas que mencionam estudos
epidemioldgicos mostrando associagdes entre eventos patoldgicos ocorridos no inicio da vida
e o desenvolvimento de doencgas cardiovasculares e metabolicas (SARTORI et al, 2016).

Diante das elevadas e crescentes taxas de sobrepeso e obesidade entre as mulheres em
idade reprodutiva e ao elevado consumo mundial de dietas ricas em gorduras, nota-se que as
futuras geragdes continuardo em risco de morbidades. Portanto, ¢ crucial elucidar os

fundamentos fisiologicos e moleculares envolvidos na programacao, sendo que, para isso, 0s
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modelos animais representam grandes aliados, possibilitando ao pesquisador maior controle das
variaveis de estudo, fornecendo respostas esclarecedoras em um periodo relativamente rapido
(RABADAN-DIEHL et al, 2013).

Dessa forma, esse trabalho buscou identificar as alteragdes gastrointestinais e
metabolicas na prole de maes que consumiram dieta hiperlipidica, com diferentes teores de
lipideos, durante a gestacdo e amamentacdo. Isso se faz relevante, uma vez que ndo foram
encontrados na literatura trabalhos que relacionam a exposicao a dieta hiperlipidica materna e

suas repercussoes para a funcdo e morfometria gastrintestinal para a prole.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Programacio fetal

Durante a gestacdo, o feto em desenvolvimento depende inteiramente da mae e do
ambiente materno para atender as suas necessidades energéticas e nutricionais. O
desenvolvimento embrionario e fetal consiste em um periodo critico, pois sao fases de rapida
diferenciagdo celular, crescimento, desenvolvimento e maturacdo de 6rgaos. Sabendo disso, a
nutricdo nesses ciclos ¢ determinante para as funcdes fisiolodgicas e metabdlicas ao longo da
vida. Em 1998, o epidemiologista BARKER correlacionando eventos que ocorrem nas duas
extremidades da vida, afirmou que alteragdes programadas durante o periodo critico de
desenvolvimento fetal predispdem o feto a algumas doengas na vida adulta.

Essencialmente, a programacdo fetal consiste no fato que estimulos adversos
apresentados as maes durante a gestacdo podem redirecionar vias de desenvolvimento e alterar
de modo permanente a estrutura e funcdo tecidual do feto (CHAVATTE-PALMER;
TARRADE; ROUSSEAU-RALLIARD, 2016; DRAKE ¢ WALKER, 2004; GUILLOTEAU et
al, 2010). Com isso, o feto ¢ programado para mostrar efeitos consequentes mesmo depois de
muito tempo da remogao do efeito estressor.

Estudos demonstraram que a desnutrigdo materna pode ser traduzida em alteragdes
patologicas que determinam futuras doengas na prole adulta, tais como aumentos na pressao
arterial, alteracdes no metabolismo de colesterol, na resposta insulinica a glicose, e outras
fungdes metabdlicas, endocrinas e imunoldgicas importantes para a fisiopatologia das doencgas
(BARKER, 1993; BARKER, 1998; LUCAS, 1991). Outro estudo fornecido por Dutch Famine
Birth Cohort Study identificou relagdes entre desnutricdo na gravidez e ou no ambiente pOs-
natal, e fenotipos relacionados ao sobrepeso ou obesidade na vida adulta (KYLE e PICHARD,
2006). Inicialmente, acreditava-se que as consequéncias patologicas estavam associadas
restritamente ao retardo de crescimento intrauterino e baixo peso ao nascer. No entanto, logo
ficou evidente que este ndo era o parametro mais informativo, visto que as mesmas
consequéncias podiam ser observadas em filhos com peso ao nascimento dentro da faixa de
normalidade (GLUCKMAN; HARDING, 1997).

Historicamente, os estudos se concentravam nos efeitos resultantes de desnutri¢ao e das
deficiéncias nutricionais em que o feto era exposto ainda no utero. Embora a desnutri¢cao
materna continue a ser um problema em alguns paises, o sobrepeso e obesidade vém ganhando
espaco mundial, representando um grande desafio para a saude publica (JEHN e BREWIS,

2009). Existem evidéncias demonstrando que o excesso de peso durante a gestagdo, oferecendo
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uma nutricdo inadequada na vida intrauterina, possua impacto significativo sobre o
metabolismo dos macronutrientes, alterando o processo de homeostase da glicose, oxidagdo dos
lipidios e sintese de aminoacidos (SEABRA et al, 2011), e ainda, pode ser associado ao aumento
da suscetibilidade individual as complicagdes perinatais, comprometimento do nimero de
células e aumento do risco de desenvolvimento de sindrome metabodlica ¢ outras doengas
cronicas na vida adulta (DODD et al, 2010; TANAKA, 1981).

Outros estudos ainda relacionam a obesidade materna com a epidemia de obesidade
infantil e disturbios metabolicos na infancia (ARMITAGE et al. 2008; HEERWAGEN et al
2010); além de aumento de massa de tecido adiposo e aumento do nimero de recém-nascidos
grandes para idade gestacional (GIG), e consequente aumento do risco de obesidade e diabetes
na vida adulta (ARMITAGE et al. 2008 ; SCHELLONG et al. 2012 ; SPARANO et al. 2013);
resultados adversos do desenvolvimento neurolégico em criangas, incluindo capacidade
cognitivas globais baixas (VAN LIESHOUT et al. 2011 ; TANDA et al. 2012); aumento da
incidéncia de transtornos do espectro autista e atraso no desenvolvimento (HINKLE et al.
2012 ; KRAKOWIAK et al. 2012); aumento do transtorno do déficit de atencao e
hiperatividade, ansiedade e outros transtornos psiquidtricos (RODRIGUEZ et al. 2008); além
de aumento da incidéncia de paralisia cerebral (AHLIN et al. 2013 ; CRISHAM JANIK et al.
2013 ; MEHTA et al. 2014 ; PAN et al. 2014).

Existem outras alteragcdes responsdveis por conferir ao ambiente intrauterino efeitos
adversos levando a prejuizos potenciais ao feto, tais como tabagismo, consumo de alcool, abuso
de drogas, estresse emocional, exposi¢ao a produtos quimicos (ambientais ou médicos), agentes
infecciosos, diabetes e demais distirbios enddcrinos (CHEONG et al, 2016; SECKL, 2004;
MARIE-STEPHANIE CLERGET-FROIDEVAUX, 2017), entre outros. Percebe-se, portanto,
que a programacao fetal tem um impacto negativo na satide fetal e futura do individuo, em que
condi¢cdes no inicio da vida (pré-concepcdo, periodo intrauterino, e periodo perinatal)
influenciam a saude a curto e longo prazos. Dessa forma, ¢ essencial a compreensao do seu
papel e quais mecanismos estao envolvidos nesse processo.

Atualmente, os mecanismos biomoleculares envolvidos na programacao fetal ainda ndo
estdo totalmente elucidados, porém algumas hipdteses sdo propostas. A figura 1 resume os
possiveis mecanismos que relacionam a disponibilidade prejudicada de nutrientes durante o
periodo fetal com doengas cronicas da vida adulta, como distirbios metabdlicos e
cardiovasculares, incluindo doenga cardiaca coronariana, diabetes tipo 2 e resisténcia a insulina

(SOOKOIAN et al, 2013).



21

Figura 1- Supostos mecanismos moleculares ligados a programacao fetal.
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Assim, observa-se através da literatura que insultos ambientais induzem modifica¢des
moleculares complexas sem alteragdes na sequéncia gendmica, mas com atuagao na expressao
génica, sendo essas alteragdes conhecidas como modificagdes epigenéticas (MARIE-
STEPHANIE CLERGET-FROIDEVAUX, 2017). Essas sdo capazes de criar marcas no
fenotipo, como a metilagdo do DNA e ou modificagcdes covalentes de histonas pds-traducao,
sem alteracdo propriamente ditas da sequéncia do DNA, que medeiam fendmenos como o
imprinting gendmico e o remodelamento da cromatina, e surgem como a explicacdo molecular
mais adequada para a programacdo metabolica fetal (SOOKOIAN et al, 2013; GABORY,
ATTIG, JUNIEN, 2011; DRAKE ¢ WALKER, 2004; TARRADE et al, 2015; KWON ¢ KIM,
2017).

SEKI e colaboradores, em 2017 realizaram a expressao génica e analise da metilagao do
DNA gendémico de figado de camundongos, filhos de maes que foram submetidas ou ndo a
oferta de uma dieta hiperlipidica durante a gestacdo. Em primeiro lugar, identificaram que o
ambiente intrauterino alterado com a oferta excessiva de gorduras, induz modificagdes
epigenéticas relacionadas com a expressao de genes envolvidos na resposta imune, inflamagao
e disfuncao hepatica. Em segundo lugar, a metilacdo do DNA hepatico da prole estd aumentada
em pontos especificos do genoma, que estdo associados a uma maior suscetibilidade a
aterosclerose e resisténcia a insulina. Além disso, a maioria dos genes que tem a sua expressao
modificada por alteracdes da metilagdo do DNA hepatico dos filhotes estava associada ao
desenvolvimento e funcionamento do sistema cardiovascular, bem como as vias de sinalizagao
celular associadas as doengas metabolicas (diabetes e hipertensdo arterial). Os resultados deste
estudo demonstram a importancia do impacto nutricional intrauterino no desenvolvimento de
doencgas metabodlicas mais tarde na vida, e que a metilagdo do DNA parece ser a base molecular
epigenética dessa maior suscetibilidade (SEKI et al, 2017).

Finalmente, ¢ importante destacar que as marcas epigenéticas impostas ao genoma,
controlando a expressdo génica, induzidas por perturbacdes de um ambiente intrauterino
adverso, podem aguardar um segundo estimulo para revelar a suscetibilidade que foi
previamente adquirida e ainda, que as geragdes subsequentes também podem ser afetadas

MARIE-STEPHANIE CLERGET-FROIDEVAUX, 2017).

2.2. Transi¢iao nutricional, epidemiologia da obesidade e suas potenciais repercussoes
Ha mais de 12 mil anos era rotineiro que os nossos ancestrais cagadores-coletores
migrassem para aproveitar a disponibilidade sazonal de alimentos vegetais e provenientes de

animais silvestres. Com o surgimento da agricultura hd aproximadamente 10 mil anos, 0 homem
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assumiu um papel mais ativo na producao de alimentos, criando plantas e animais, e produzindo
seu proprio alimento, abrindo caminho para grandes modificagdes socioculturais e para o
surgimento e desenvolvimento da ciéncia, tecnologia e medicina. No entanto, juntamente com
o avangar da tecnologia da industria alimenticia (praticas agricolas, colheita, processamento,
preservacao e distribuicao de alimentos) surgiu uma das maiores ameagas do mundo moderno:
a obesidade (PACE e CROWE, 2016).

O estado nutricional adequado ¢ resultado do equilibrio entre o consumo de nutrientes
e 0 gasto energético do organismo para suprir as necessidades diarias (PAIVA et al., 2012). A
obesidade ¢ uma doenga cronica, caracterizada pelo excesso de gordura corporal, resultante do
desequilibrio desses fatores, bem como alteragdes no metabolismo de carboidratos e lipideos,
levando a inumeros prejuizos a qualidade de vida do individuo (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2000; TANAKA, 1981).

PACE e CROWE (2016) reforcam que a combinacdo da tecnologia avangada de
processamento e preservagdo de alimentos com a entrada das mulheres no mercado de trabalho
fora de casa, criou um ambiente no qual o preparo de alimentos dentro de casa diminuiu
significativamente. Com isso, ao longo dos ultimos séculos, os paises desenvolvidos foram se
afastando da alimentagao tradicional, baseada principalmente em cereais, tubérculos e vegetais,
declinando para o consumo desenfreado de alimentos ultraprocessados, ricos em gorduras,
agucares e cada vez menos ricos em fibras alimentares, micronutrientes € compostos bioativos
(BERNARD et al, 2002).

Esta claro que esse padrao alimentar, especialmente em uma sociedade onde a comida
¢ abundante e a atividade fisica diminuiu substancialmente, justifica, pelo menos em parte, as
crescentes taxas de sobrepeso e obesidade. Embora, existam algumas evidéncias sugerindo que
mutagdes em genes especificos envolvidos no controle metaboélico, incluindo os genes
relacionados a leptina e seu receptor, também podem resultar em obesidade morbida, muitos
casos de obesidade ndo podem ser explicados por excesso caldrico, sedentarismo e ou causas
genéticas. Um nuimero significativo de estudos relevantes demonstra que a vida intrauterina e
perinatal pode afetar o metabolismo na vida adulta, em que dietas desequilibradas durante a
gestacdo podem programar o desenvolvimento de obesidade e outros distirbios metabolicos
mais tarde na vida (MARIE-STEPHANIE CLERGET-FROIDEVAUX, 2017).

As preocupagdes em torno da obesidade se intensificaram, visto que segundo a
Organizacdo Mundial de Satide mais de 1,4 bilhdo de pessoas (~33%) em todo mundo se

encontram obesas (WHO, 2013). Além disso, de acordo com KELLY e colaboradores (2008),
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a previsao ¢ de que, até¢ 2030, quase 60% da populagao adulta mundial (~3,3 bilhdes) estara
com sobrepeso ou obesidade.

Em 2011-2012, aproximadamente 68,5% dos adultos nos Estados Unidos, estava acima
do peso ou apresentava obesidade (OGDEN et al, 2014). No Brasil, segundo SA ¢ MOURA
(2011) a prevaléncia de excesso de peso, em 2008, era de 39,7%. Quatro anos mais tarde, a
pesquisa Vigilancia de Fatores de Risco e Prote¢do para Doengas Cronicas por Inquérito
Telefonico (Vigitel), realizada pelo Ministério da Satde revelou que 51% da populacdo
(maiores de 18 anos) estava acima do peso ideal, e 17% ja se encontrava obesa (MINISTERIO
DA SAUDE, 2014).

Nos Estados Unidos, mais de 60% das mulheres em idade reprodutiva apresentam
sobrepeso no momento da concepg¢do, sendo mais de 1/3 obesas, com um aumento de 70% de
obesidade pré-gestacional nas ultimas décadas (CATALANO e EHRENBERG, 2006 ; KIM et
al., 2007 ; FLEGAL et al, 2012). No Brasil, ha cerca de 12 anos, a prevaléncia de excesso de
peso (IMC>25kg/m?) entre as mulheres que j4 era alta, sendo 38,8%, aumentou, em 2012, para
48%. Esses resultados enfatizam o fato de que as criancas estdo expostas a um ambiente de
sobrepeso e obesidade, conferindo uma elevada probabilidade de hiperalimentagcdo materna,
com dieta supercalorica e ou ricas em gorduras, durante os principais periodos de
desenvolvimento perinatal (NERI e EDLOW, 2015).

As alteragdes patoldgicas que se agrupam na sindrome metabolica, incluindo diabetes,
hipertensdo arterial e dislipidemias, estdo frequentemente associadas a obesidade (MARIE-
STEPHANIE CLERGET-FROIDEVAUX, 2017). Além disso, as elevadas e crescentes taxas
de doengas cardiovasculares e alguns tipos de cancer podem ser correlacionados diretamente
com obesidade (PACE e CROWE, 2016).

A obesidade associada a outras doencas, principalmente hipertensdo e diabetes pode
afetar os rins (HOSSAIN; KAWAR; EL NAHAS, 2007), que sdo 0rgdos responsaveis por
iniimeras fungdes importantes para o bom funcionamento organico. SAVINO et al. (2010)
revelam evidéncias de que o excesso de peso, em adultos, estd associado com um risco
aumentado de desenvolvimento de doenca renal.

Atualmente, os estudos avangaram no que diz respeito a alimentagcdo desequilibrada
fornecendo uma oferta caldrica e nutricional exagerada, principalmente de gorduras, refletindo,
deste modo, os habitos alimentares da sociedade ocidental. Estudos realizados com seres
humanos possibilitaram identificar a relagdo entre hiperalimentacdo materna e os riscos
aumentados de obesidade, diabetes e demais complicagdes nos filhos (CHARLTON, 2004;
TENENBAUM-GAVISH e HOD, 2013; LEDDY; POWER; SCHULKIN, 2008; WHITAKER
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et al, 1997). J& em modelos animais, filhotes de ratas expostas as dietas modificadas com
excesso de gorduras durante a gravidez, apresentaram crescimento acelerado, excesso de
adiposidade corporal, intolerancia a glicose, sensibilidade a insulina prejudicada, além de
disfun¢ao hepatica (AINGE et al, 2011; ALFARADHI e OZANNE, 2011; WILLIAMS et al,
2014; MASUYAMA e HIRAMATSU, 2012; ORNELLAS et al, 2015).

E essencial destacar que a nutrigdo desequilibrada durante a gestagio promove
repercussoes a prole, independentemente do desenvolvimento de obesidade materna
(ZAMBRANO et al, 2010). Além disso, XU et al (2018) hipotetizou, em um modelo murino,
que a transicao de uma dieta hiperlipidica para uma dieta normolipidica antes do periodo de
gravidez poderia reduzir o risco de obesidade e suas complicagdes na prole. Para testar sua
hipdtese, foram utilizadas estratégias referentes a 3 tipos de durag¢do de transicdo (1, 5 ¢ 9
semanas antes da gravidez). Os achados deste estudo em conjunto sugerem que para reverter os
efeitos adversos para a prole exposta a dieta hiperlipidica no ambiente intrauterino, ¢ necessario
um longo periodo de transi¢do entre dieta hiperlipidica e normolipidica (9 semanas ou mais
para os camundongos, correspondendo ha aproximadamente 7 anos na vida humana, DUTTA
e SENGUPTA, 2016).

Embora existam alguns estudos demonstrando que transi¢des de dieta materna de curto
(1 semana) e médio (5 semanas) prazos além de ndo serem benéficas para a satide da prole,
podem torna-la mais sensivel a dieta pds-natal, com risco de inicio precoce de intolerancia a
glicose, excesso de adiposidade gonadal e degeneracdo de hepatocitos (AAGAARD-TILLERY
et al, 2008; XU et al, 2018). Outros pesquisadores observaram uma redu¢do da prevaléncia de
obesidade, com melhora dos parametros metabdlicos (menor adiposidade, menores taxas de
lipidios séricos, pressao arterial mais baixa, maior sensibilidade a insulina) em criancas nascidas
apOs cirurgia bariatrica (by-pass gastrico) quando comparadas aos seus irmaos nascidos antes
da cirurgia ( KRAL et al. 2006 ; SMITH et al., 2009 ; BARISIONE et al., 2012). Esses achados
podem estar relacionados com uma mudanca no ambiente intrauterino, devido a melhoria na

obesidade, perfil metabolico e comportamento alimentar (NERI e EDLOW, 2015).

2.3. Pesquisa com modelos animais

CHAVATTE-PALMER; TARRADE; ROUSSEAU-RALLIARD (2016) destacam que a
maioria das evidéncias epidemioldgicas de grandes estudos de coorte apoia o conceito de que
o ambiente materno tem um papel essencialmente importante na determinacdo da satde e do

metabolismo de longo prazo da sua descendéncia.
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Nesse ambito, o uso de modelos animais atua como consequéncia de consideragdes
éticas Obvias acerca do que € viavel ou inviavel no campo de pesquisa biomédica humana, tendo
uma importancia critica, possibilitando o estudo dos efeitos de diferentes tipos de condigdes
e/ou estado metabdlico maternos (subnutri¢do, obesidade, diabetes, exposicdo a poluentes,
estresse, entre outros) e contribuindo para a explora¢do dos mecanismos que levam a Origem e
Desenvolvimento da Saude e da Doenga, de modo a permitir o esclarecimento de janelas criticas
de desenvolvimento que vao desde a pré-concepgao a vida adulta (CHAVATTE-PALMER;
TARRADE; ROUSSEAU-RALLIARD, 2016).

Um nimero consideravel de estudos demonstra o uso de varios modelos animais para
estudar a relagdo da nutricdo materna e seu efeito no desenvolvimento fetal (MCARDLE et al,
2006). Além disso, a escolha do modelo animal em detrimento de outro ¢ essencial, e
dependente do delineamento experimental, ¢ principalmente da sua semelhanga com o ser
humano, uma vez que a fisiologia comparativa ¢ uma abordagem muito significativa que
possibilita e conduz, pelo menos em parte, a tradu¢ao do desenvolvimento e predisposi¢cdo de
doencas do modelo animal para o ser humano (CHAVATTE-PALMER; TARRADE;
ROUSSEAU-RALLIARD, 2016; RABADAN-DIEHL et al, 2013).

RABADAN-DIEHL et al (2013) destacam que, embora os modelos animais apresentem
limitagdes, particularmente no que diz respeito inclusive a extensao da traducao das descobertas
especificas em diferentes espécies para o homem, visto que nenhum modelo expressa
exatamente a situagdo humana, ¢ de especial importancia avaliar as vantagens e desvantagens
de cada modelo.

Pensando nisso, os roedores sao excelentes modelos para se estudar a programagao fetal,
pois o que, para algumas pesquisas ¢ uma limitacdo, como a duragdo muito curta da gestacao e
lactacdo (21 a 23 dias em ambos 0s casos), para esse tipo de estudo € uma vantagem, pois torna
possivel uma avaliagdo longitudinal da prole, que pode ser considerada adulta a partir dos 90
dias de idade (EBISUI; FONTES; LAPCHIK, 2009). Além disso, devido a sua semelhanga em
termos de anatomia, fisiologia e metabolismo, com o ser humano, os roedores (ratos e
camundongos) sdo modelos eficazes para o estudo dos caminhos mecanicistas, tornando
possivel a realizagdo de manipulacdes genéticas complexas, além de serem os modelos mais
eticamente aceitos, de baixo custo e facil manuseio, sendo ainda eficientes em termos de tempo
e custo (CHAVATTE-PALMER; TARRADE; ROUSSEAU-RALLIARD, 2016; RABADAN-
DIEHL et al, 2013).

2.4. Aspectos relacionados ao Sistema Digestorio
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O Sistema Digestorio consiste em um tubo longo que estabelece o contato do corpo ao
ambiente externo, se estendendo da boca até o anus, sendo compreendido ainda por 6rgdos
glandulares acessorios que langam seu conteudo na luz desse tubo (figura 2). Por meio de cinco
processos fisioldgicos, a saber, motilidade, secre¢do, digestdo, absor¢do e excre¢do, o Trato
Gastrintestinal (TGI) realiza o abastecimento do organismo com suprimento continuo de agua,
eletrolitos e nutrientes, além de eliminar produtos residuais resultantes da digestdo dos
alimentos ingeridos e de produtos do metabolismo endogeno (BERNE e LEVY, 2018;
GUYTON e HALL, 2017).

A motilidade ¢ essencial para deslocar o alimento ao longo do trato e mistura-lo as
secrecOes, produzidas pelo TGI e pelos 6rgdos associados, além de promover quebra fisica do
alimento, em favor da digestdo, que consiste na modificagdo quimica desses alimentos, para
que finalmente possa ocorrer a absor¢ao dos nutrientes pelas células do epitélio intestinal, e
estes possam atingir a circulagdo e serem distribuidos para o restante do organismo (BERNE e
LEVY, 2018).

Figura 2- Anatomia geral do trato gastrintestinal e suas divisdes em segmentos funcionais.
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Considerando seu papel contribuinte para a saciedade, producao de incretinas (peptideo
semelhante ao glucagon) e hormdnios influenciadores do apetite (como grelina, colecistoquinna
e peptideo YY), seu impacto na glicemia pos-prandial, na absorcdo de nutrientes que
determinam o balango energético positivo (podendo resultar em obesidade), nas alteragdes no
Microbioma e de seus produtos metabolicos, o TGI tem uma atribuicdo fundamental na
obesidade (CAMILLERI; MALHI; ACOSTA, 2017). Nesse sentido, os gastroenterologistas
vém demonstrando um interesse acentuado pelo estudo dessa doenga, tendo em vista a longa
lista de anormalidades e disturbios gastrintestinais que a obesidade pode provocar, tais como
doenga do refluxo gastroesofagico (RGE), adenocarcinoma gastroesofagico, cancer gastrico e
intestinal, doenga diverticular colonica, pdlipos, doenga hepatica gordurosa nao alcodlica,

pancreatite, calculos biliares, entre outros (HANS-RUDOLF e KLEIN, 2017).

De acordo com ESLICK (2012), embora a relagdo entre a obesidade e os sintomas
gastrintestinais ainda permanega pouco compreendida, nos ultimos anos uma série de estudos
foram realizados na tentativa de determinar a frequéncia desses sintomas entre individuos com

os mais variados Indices de Massa Corporal (IMC).

PICKETT-BLAKELY; UWAKWE; RASHID (2016) relatam que a adiposidade
abdominal, frequentemente associada a obesidade, provoca aumento da pressao abdominal, que
por sua vez ¢ um dos contribuintes para a ocorréncia de Refluxo Gastroesofagico (RGE). Além
disso, BOYLAN e colaboradores (2014) observaram que a adiposidade visceral, medida através
da relagdo cintura-quadril, de homens profissionais de satude, teve relacdo com o risco de ulcera
gastrica, sendo essa associagdo independente da lesdo provocada por uso de antiinflamatorios

ou infecgdo por H. pylori.

Existem ainda estudos que demonstram a obesidade como fator de risco para a gastrite
e ulceras gastricas, possivelmente relacionando com alteragdes na fisiologia e regulagdo neuro-
hormonal géastricas durante essa condi¢ao clinica (CAMILLERI, 2015; YAMAMOTO;
WATABE; TAKEHARA, 2012; KIM et al, 2007). Adicionalmente, CATHELINE (2012) em
um estudo realizado com pacientes elegiveis para cirurgia bariatrica, encontrou uma prevaléncia

de 90% de distarbios gastrintestinais funcionais.

Mediante o exposto, ¢ evidente o impacto das doencas gastrintestinais nos aspectos
clinicos, subjacente a necessidade de intervencdes eficazes, terapéuticas ou preventivas. Além
disso, ¢ importante reconhecer que o aumento do IMC, e principalmente da adiposidade

abdominal desempenham papel significativo no desenvolvimento das morbidades



29

gastrintestinais. Além disso, vale destacar que surpreendentemente, ndo ¢ comum encontrar
estudos que avaliem os sintomas gastrintestinais relacionando-os ao aumento do consumo de
alimentos e/ou nutrientes especificos.

2.4.1 Anatomia Funcional

Embora a estrutura do TGI varie muito de uma regido para outra, caracteristicas comuns
sao preservadas em sua organizagao geral. Trata-se de um tubo oco, cujos principais segmentos
funcionais, boca e faringe, esofago, estomago, duodeno, jejuno, ileo, colon, reto e anus
(BERNE e LEVY, 2018), se adaptam para desempenhar fungdes especificas, que vao desde a
simples passagem até armazenamento temporario do alimento, digestdo e absor¢ao (GUYTON
e HALL, 2017).

Em associagdo a esses segmentos, hé estruturas glandulares que liberam suas secrecoes
no limem gastrintestinal, servindo para duas fungdes primordiais. A primeira ¢ a secre¢ao de
enzimas digestivas, desde a boca até a extremidade distal do ileo, enquanto a segunda, e ndo
menos importante, ¢ a secre¢do de muco, ao longo de todo o trato, que ¢ responsavel por
lubrificar e proteger todas as partes do TGI. Além disso, ha ainda a presenca de oOrgdos
glandulares anexos a esse sistema, tais como glandulas salivares, vesicula biliar, figado e
pancreas (BERNE e LEVY, 2018; GUYTON e HALL, 2017).

O estdmago ¢ um importante 6rgdo de armazenamento do alimento processado e exibe
uma anatomia funcional especializada que o torna capaz de realizar essa funcao eficientemente.
Sendo assim, possui uma divisdo funcional que, segundo BERNE e LEVY (2018), ¢
representada por trés regides: regido do Esfincter Esofagico Inferior (EEI) e Cardia, regido do
fundo e corpo e, por fim regido antropilérica (figura 3), que se distinguem por suas secre¢des
e padrao de motilidade. Sabendo disso, ¢ importante destacar, que ¢ a producdo de lentas
variagoes de tonus da regido do fundo e corpo que os tornam elegiveis para a fun¢do de
reservatorio. Além disso, na regido antropilérica a musculatura ¢ mais espessa, garantindo
contragdes mais vigoras que o torna capaz de realizar a retropropulsao, triturando o alimento e

misturando-o as secrecdes gastricas (BERNE e LEVY, 2018; GUYTON e HALL, 2017).

Além de atuar como reservatorio tempordrio para o alimento, o estdmago também
garante o inicio da digestdo proteica, por meio da secre¢do acida e conversao do pepsinogénio
em sua forma ativa (pepsina); regula finamente o esvaziamento gastrico, através de sua
atividade motora, que tem ainda a fun¢@o de promover o movimento que mistura o alimento as

suas secregoes (H+ e pepsina); além de secretar o fator intrinseco, responsavel por promover a
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absorcao da vitamina B12 (cobalamina); muco e bicarbonato, para proteger a mucosa gastrica;

e agua para lubrificagdo provendo a suspensio aquosa dos nutrientes (BERNE e LEVY, 2018).

Figura 3 - Regides funcionais do estomago.
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Ja o intestino delgado (ID), com suas respectivas divisoes (duodeno — 5%, jejuno — 35%
e ileo — 60%) representa a por¢ao mais critica do TGI no que diz respeito a fun¢do de absor¢ao
nutricional (GUYTON e HALL, 2017). Esse 6rgdo nada mais €, do que um tubo extenso que
permanece enrolado na cavidade abdominal e que possui muitas especializagcdes que permitem
o perfeito desenvolvimento de suas fungdes. E devido as vilosidades (que sdo projecdes da
mucosa intestinal, consideradas a especializagdo mais conhecida desse 6rgao), que garantem
uma grande area de superficie e ainda, por meio de sua motilidade, que promove a mistura
adequada do alimento a diversas secre¢des (biliar € pancreatica, por exemplo), que o intestino
delgado ¢ conhecido como o principal 6rgado absortivo, realizando a absor¢do da maior parte

dos produtos da digestao dos macronutrientes (BERNE e LEVY, 2018).

Embora ndo realize hidrolise enzimatica dos nutrientes, por ndo possuir enzimas
luminais ou borda em escova, o intestino grosso tem fungdes essenciais para a homeostase
organica, tais como reabsorc¢ao de fluido remanescente, ou seja, absor¢ao de dgua e eletrdlitos,
processo esse que, de modo consequente, proporciona a formagao de fezes solidas. Além disso,

também tem a capacidade de armazenar os produtos que restam do processo digestivo, também



31

chamado de material fecal, até que possam ser convenientemente eliminados do organismo

(BERNE e LEVY, 2018).

Segundo GUYTON e HALL (2017), a metade proximal do intestino grosso esta
envolvida primordialmente na funcao absortiva, ao passo que a metade distal € responsavel por
armazenamento fecal. Para cada funcdo, regides especificas desse 6rgdo trabalham mais
ativamente e por isso, assim como os demais 6rgaos do TGI, também ¢ subdividido em porg¢des

regionais, como: ceco, colon e reto (figura 4).

Figura 4 - Subdivisdes anatomicas do intestino grosso.
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Fonte: BERNE ¢ LEVY, 2018.

2.4.2 Organizaciao Morfolégica

Embora haja determinadas peculiaridades, todas as porgdes do TGI apresentam
caracteristicas estruturais comuns. Dessa forma, o TGI ¢ compreendido por um tubo oco cuja
parede, formada por quatro camadas distintas (de dentro para fora: mucosa, submucosa,
muscular e serosa), circunda uma luz, ou limen, que possui didmetro variado (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2017). Por meio da figura 5, é possivel identificar através de um corte transversal

tipico da parede intestinal, como se da a organizacao geral das camadas que a compdem.
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De maneira geral, a mucosa é composta por um revestimento epitelial, uma ladmina
propria, constituida de tecido conjuntivo frouxo rico em vasos sanguineos e linfaticos, bem
como células musculares lisas, podendo ainda ser possivel a identificagdo de glandulas e tecido

linfoide; e uma camada muscular da mucosa, que tem o papel de separar a mucosa da camada

submucosa (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2017).

Figura S - Organizacao geral das camadas que compdem a parede do TGI.
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Sendo constituida em grande parte por tecido conjuntivo frouxo, com fibrilas de
colageno e elastina, a camada seguinte ¢ a submucosa, que ¢ irrigada por muitos vasos
sanguineos e linfaticos de maior calibre, além de ser inervada por um plexo submucoso do
sistema nervoso entérico, denominado plexo de Meissner. Além disso, essa camada também
pode conter glandulas, provenientes de invaginagdes da mucosa, e tecido linfoide

(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2017).
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Na sequéncia, estd a camada muscular externa, que ¢ responsavel, de modo geral, pela
funcdo de motilidade, misturando e impulsionando o alimento ao longo do TGI. Essa camada
esta, geralmente, organizada em duas subcamadas substanciais de células musculares lisas,
sendo que na subcamada mais interna, as fibras se orientam de modo concéntrico, enquanto que
na mais externa, as fibras possuem orienta¢do longitudinal ao tubo. Adicionalmente, entre as
duas subcamadas musculares encontra-se outro plexo do sistema nervoso entérico, conhecido
como plexo mioentérico de Auerbach que, juntamente com o plexo de Meissner, auxilia na
integragdo das fungdes motoras e secretoras do TGI (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2017;
BERNE ¢ LEVY, 2018).

Finalmente, na por¢do mais externa, estd a camada conhecida como serosa ou
adventicia, que consiste em um conjunto de células mesoteliais escamosas. Essa camada ¢
formada por tecido conjuntivo frouxo, rico em vasos sanguineos e linfaticos, além de tecido
adiposo. A serosa reveste os orgdos, sendo denominada peritonio visceral, ¢ esta em
continuidade com o mesentério, revestindo a superficie da parede abdominal e suspendendo os
orgaos do TGI. Suas membranas secretam um liquido que tem o papel de lubrificar os 6rgaos
abdominais, permitindo sua movimentagao quando a camada muscular se contrai e relaxa
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2017; BERNE ¢ LEVY, 2018).

O estomago ¢ um segmento dilatado do TGI que exerce fungdes exdcrinas € enddcrinas,
digerindo o alimento e secretando hormdnios. A camada mucosa gastrica € recoberta por um
epitélio colunar simples que sofre invagina¢des em dire¢do a lamina propria, formando as
fossetas ou criptas gastricas (figura 6), que sdo aberturas de ductos nos quais as glandulas
gastricas lancam suas secrecoes de acordo com cada regido do estdbmago. Todas as células
epiteliais gastricas secretam muco alcalino, que forma uma espessa camada de gel, cujo papel
¢ conceder prote¢ao as células contra a acidez estomacal e demais fatores agressores da mucosa,
causada pela presenc¢a do 4cido cloridrico (HCI), além da pepsina e das lipases (JUNQUEIRA
e CARNEIRO, 2017).

Com base na sua estrutura e suas glandulas, a mucosa géstrica se divide em trés regides
distintas: regido glandular da cérdia, regido oxintica ou parietal e regido glandular pilérica. Na
regido cardia, as glandulas sdo, predominantemente, produtoras de muco e lisozima (enzima
que destrdi a parede bacteriana), enquanto que na regido glandular oxintica hd glandulas
tubulares ramificadas (chamadas glandulas fundicas) que possuem tipos celulares (figura 6),
dos quais a secrecdo ¢ variada e, por fim, a regido do piloro, possui glandulas piléricas tubulosas

simples, responsaveis pela secrecdo de muco e de quantidades aprecidveis de lisozima,
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possuindo ainda muitas células enteroendécrinas, produtoras de gastrina (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2017; BERNE ¢ LEVY, 2018).

Além disso, vale ainda comentar que, especialmente na lamina propria das porgdes do
fundo e corpo do estdmago, as células parietais sdo responsaveis pela secrecao do HCl e o fator
intrinseco; as células principais ou pépticas, estdo envolvidas com a secre¢dao do pepsinogénio;
células semelhantes a células enterocromafins, sdo secretoras de histamina; e as células D, cuja
funcdo ¢ secretar somatostatina estdo todas distribuidas pelas glandulas géstricas de maneira

ndo uniforme (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2017; BERNE e LEVY, 2018).

Figura 6 - Representacdo da estrutura da mucosa gastrica (A) e estrutura detalhada das glandulas gastricas e
tipos celulares da mucosa (B).
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E no intestino delgado que se da a finalizagdo do processo de digestdo completa dos
alimentos, para que assim ocorra a absorcao através das células epiteliais de revestimento. A
mucosa do intestino delgado possui projecdes alongadas em direcdo ao lumem intestinal, que
aumentam a sua area de superficie e sdo conhecidas como vilosidades (JUNQUEIRA e

CARNEIRO, 2017; BERNE e LEVY, 2018).
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As glandulas intestinais s30 compostas por varios tipos celulares (figura 7) com fungdes
especializadas, a saber: células absortivas, que sdo colunares altas que possuem no seu apice
uma camada de microvilosidades densamente agrupadas, que contribuem ainda mais para o
aumento da superficie de absorcao intestinal; células caliciformes, distribuidas entre as células
absortivas, produzem mucina com a fun¢ao de proteger e lubrificar o revestimento intestinal e
estdo em maior nimero conforme se aproximam do ileo; células de Paneth, responsaveis por
produzir, armazenar os granulos e secretar lisozima; células M, que sdo células epiteliais
especializadas que representam um papel importante na defesa imunoldgica do organismo;
além de células enteroendocrinas, que liberam hormoénios com acdo paracrina (locais) ou

enddcrina (via sangue) (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2017).

Figura 7 - Diagrama ilustrativo da estrutura do intestino delgado.
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Na primeira imagem, ha a demonstracdo das glandulas intestinais que sdo revestidas por epitélio intestinal e células
caliciformes (porg@o superior). Na porcéo inferior, células epiteliais imaturas, frequentemente observadas em
mitose, e 2 medida que migram, elas se diferenciam, e desenvolvem microvilosidades, observados como borda em
escova. A observagdo também deve ser direcionada para as células de Paneth e células enteroenddcrinas. Na
segunda imagem, o topo de uma vilosidade mostra o revestimento epitelial colunar com sua borda em escova e
um numero moderado de células caliciformes. Capilares sanguineos, um capilar linfatico, células musculares lisas

e linfocitos podem ser observados no eixo do tecido conjuntivo do vilo. Células estdo sendo descamadas na

superficie da vilosidade. Fonte: adaptado de JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2017.
A mucosa do intestino grosso ¢ ausente em pregas (exceto em sua porgao distal — reto)
e em vilosidades. As glandulas intestinais sdo longas, abundantes em células caliciformes,

algumas células absortivas, com microvilosidades curtas e irregulares, € um niimero minimo de
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células enteroenddcrinas. A submucosa ¢ muito rica em nodulos e células linfoides,
relacionados a abundante populagdo bacteriana presente nesse 6rgdo. A camada muscular ¢
discretamente distinta daquela visualizada no intestino delgado, pois as fibras da camada
externa se unem para formar trés bandas longitudinais mais espessas, denominadas ténias do

colon (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 201).

Figura 8 - Comparagao entre morfologia do epitélio do intestino delgado e do intestino grosso.
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Fonte: BERNE ¢ LEVY, 2018.

2.5. Aspectos relacionados ao Sistema Renal

SAVINO et al. (2010) revelam evidéncias de que o excesso de peso, em criangas,
adolescentes ¢ adultos, esta associado com um risco aumentado de desenvolvimento de doenga
renal. A obesidade associada a outras doencas, principalmente hipertensdo e diabetes pode
afetar os rins (HOSSAIN; KAWAR; EL NAHAS, 2007), que sdo orgdos responsaveis por
inimeras fungdes, dentre elas a regulacao do equilibrio hidroeletrolitico, excre¢ao dos produtos
do metabolismo e substancias exdgenas, regulacdo da pressdo arterial, regulacdo da producgdo
de células vermelhas do sangue, regulacdo da producdo de vitamina D, neoglicogénese e

producao e secre¢ao de hormdnios (EATON e POOLER, 2006).
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A doenca renal cronica (DRC) ¢é caracterizada por danos ao tecido e disfungdo
progressiva e irreversivel renal. Na DRC ocorre a reducdo da taxa de filtragdo glomerular (TFG)
e, por conseguinte, a perda das fung¢des excretdrias, endocrinas e regulatérias dos rins
(GUYTON e HALL, 2017; BASTOS et al., 2004). Esta doenga correlaciona-se com a maior
probabilidade do desenvolvimento de doencas cardiovasculares e morte precoce, sendo
considerada um problema de satde publica, pois afeta uma proporg¢do consideravel de
individuos na populacao (LOCATELLI, 2006).

Dentre as multiplas comorbidades, causadas pela obesidade, que possuem impacto na
incidéncia e progressdo de doencas renais, a nefropatia diabética ¢ a mais relatada e esta
presente em aproximadamente um tergo dos pacientes diabéticos, possuindo incidéncia mundial
acentuadamente aumentada (HOSSAIN; KAWAR; EL NAHAS, 2007).

Outro impacto renal causado pela obesidade e que vem mostrando uma incidéncia cada
vez mais elevada, ¢ conhecido como glomerulopatia, que se inicia com proteinuria e progride
para disfuncdo renal, resultado de uma adaptacdo glomerular (hiperperfusdo seguida por e
hiperfiltracdo) desempenha papel importante na lesdo renal (SAVINO, 2010). Além da
hiperfiltracdo glomerular, o acimulo de peso corporal excessivo causa alteragdes em varios
fatores humorais, incluindo hiperinsulinemia e ativacao do sistema renina-angiotensina, o que

pode potencializar o dano glomerular (TOKUYAMA et al. 2012).

2.6. Aspectos relacionados a Sindrome Metabdlica

A Sindrome Metabolica, causada por desequilibrio na ingestdo e gasto energéticos,
consiste em uma associacao complexa de varios fatores de risco, tais como hipertensdo arterial
sistémica, obesidade, glicemia de jejum elevada, resisténcia insulinica e dislipidemias, que
aumentam as chances de desenvolvimento de doenga cardiovascular e diabetes do tipo 2
(O’NEILL e O’DRISCOLL, 2015; HOSSEINI-ESFAHANI et al, 2018), aumentando assim a
morbidade e mortalidade, sendo mundialmente considerada uma das principais causas evitaveis
de morte (ZHANG et al, 2017). Os varios critérios conceituais para Sindrome Metabodlica
estabelecidos pela Organizacdo Mundial da Saide e demais 6rgdos e fundagdes, estdo

apresentados no Quadro 1.



Quadro 1 - Defini¢gdes de Sindrome Metabdlica em adultos
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IDF ATP III EGIR WHO
. Intolerancia a
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- . . . plasmatica PO ..
Definigdes dois ou mais desses mais desses clevada + dois resisténcia insulinica
componentes: componentes: i associados com dois
dos fatores: .
ou mais
componentes:
IMC (kg/m?) > 30 - - > 30
Dependente da
oot G o TMC raato
. Dependente da > 94 (homens) Cintura/Quadril
CA (cm) obesidade central pode ~
. populagio. > 80 (mulheres) > 0,9 (homens) e
ser assumida, sem
. > 0,85 (mulheres)
necessidade dessa
medida.
> 150 ou com > 150 ou com
TG (mg/dl) tratamento espemﬁco tratamento > 150 > 150
para essa anormalidade =~ medicamentoso para
lipidica. hipertrigliceridemia.
<40 (homens)
HDL (mg/dl) :uSSO(r;n?rl;Zr;Se)mo < 40 (homens) :eizsem ambos os < 35 (homens)
& . < 50 (mulheres) < 39 (mulheres)
especifico para essa
anormalidade lipidica.
Sistolica > 130 ou
P
Disdia=t5on B0 g0 oucom
PA (mmHg) . ~ . tratamento anti- >140/90
hipertensao medicamentoso para hi :
. c ~ 1pertensivo.
previamente hipertensao.
diagnosticada.
S > 100 ou com .themla de
L > 100 ou diagndstico jejum alterada ou
Glicemia de L . . tratamento A
. prévio de diabetes tipo . tolerancia a -
Jejum (mg/dl) 5 medicamentoso para alicose
hiperglicemia. prejudicada.
> 20 pg/min
Albumintria ou Rela}gao ..
(ng/min) . - - Albumina/Creatinina
HE > 30 pg/min

Abreviagdes: CA, Circunferéncia Abdominal; DM, Diabetes Mellitus; EGIR, Grupo Europeu de Estudo da
Resisténcia Insulinica; HDL, Lipoproteina de alta densidade; IDF, Federacao Internacional de Diabetes; IMC,
indice de Massa Corporal; NCEP ATP III, Programa Nacional de Educagdo sobre Colesterol — Painel de
Tratamento de Adultos I1I; PA, Pressdo Arterial; TG, Triglicerideos; WHO, Organizagdo Mundial de Saude. Fonte:
Traduzido e adaptado de HOSSEINI-ESFAHANI et al, 2018.

Estima-se que mais de um bilhdo de pessoas em todo mundo apresentem Sindrome
Metabolica, sendo sua prevaléncia altamente associada a urbanizacao e estilo de vida (ZHANG
et al, 2017). Um estudo realizado por AZIZI e colaboradores (2003) com 10738 participantes
adultos com faixa etaria igual ou superior a 20 anos, detectou um percentual de 33,7% dos
pacientes com sindrome metabdlica baseada nos critérios do NCEP ATP IIl (Programa
Nacional de Educacao sobre Colesterol — Painel de Tratamento de Adultos III), sendo que a

prevaléncia foi maior (42%) nas mulheres do que nos homens (24%). Eles identificaram ainda



39

que a alteracdo metabdlica mais prevalente foi a baixa concentragdo de HDL-c, seguida de
triglicerideos e pressado arterial elevados, aumento de circunferéncia abdominal e elevagdes na
glicemia de jejum.

Um estudo recente realizado com camundongos Swiss demonstrou que o estado nutricional
materno e as condi¢cdes sob as quais um organismo se desenvolve no utero estdo criticamente
envolvidos na susceptibilidade ao desenvolvimento da Sindrome Metabodlica (De Paula-Simino
et al, 2017). Considerando isso, MASUYAMA e HIRAMATSU (2012) relataram que o
consumo de dieta hiperlipidica durante a gestacao foi responsavel por promover uma
desregulacdo no metabolismo dos triglicerideos e do tecido adiposo, provocando nos filhotes,
por meio de alteragdes epigenéticas, eventos relacionados a Sindrome Metabdlica. Além disso,
¢ importante salientar que as alteracdes programadas no desenvolvimento fetal persistem ao
longo da vida adulta, mesmo quando mantidas condi¢des de estilo de vida alimentar saudavel
apos o desmame (ASHINO et al, 2012).

Diante do exposto ¢ relevante destacar que existem poucos estudos que avaliam as
repercussoes metabolicas na prole adulta, de maes expostas a dietas hiperlipidicas, com
diferentes teores de lipideos, durante a gestacdo e lactacdo, além de ndo existirem, na literatura
cientifica, trabalhos que identifiquem as possiveis repercussdes da exposicdo a dieta
hiperlipidica materna para o TGI da prole. Com isso, ¢ evidente notar que os potenciais
resultados desse trabalho poderdo servir de subsidio para a conscientizagdo da populacio,
especialmente mulheres em idade fértil e gestantes, em relagdo a adocdo de comportamentos

alimentares saudaveis.
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3. OBJETIVOS
3.1-Objetivo Geral

Investigar possiveis repercussdes gastrointestinais € metabolicas na prole de maes que
consumiram dieta hiperlipidica, com diferentes teores de lipideos, durante a gestagdo e

amamentacao.

3.2- Objetivos Especificos

Estudar as influéncias da dieta hiperlipidica nos seguintes parametros:

e Consumo alimentar e hidrico e variagao de peso corporal das ratas gravidas;

e Morfometria do estdbmago e dos diferentes segmentos intestinais (delgado e grosso) de
filhotes de 30 dias;

e Susceptibilidade a ulcera géstrica em filhotes de 30 dias;

e Motilidade do intestino delgado em filhotes de 30 dias de idade;

e Acumulo de liquido intestinal (enteropooling) em filhotes de 30 dias;

e Motilidade do colon distal em filhotes de 30 dias;

e Peso corporal e peso relativo dos 6rgaos do sistema gastrintestinal e dos rins dos filhotes de
30 e 120 dias de idade, respectivamente;

e Niveis de pressdo arterial pulsatil, média, sistolica, diastdlica e frequéncia cardiaca dos
filhotes de 120 dias;

e Niveis plasmaticos de glicose, colesterol total, triglicerideos dos filhotes de 120 dias;

e Composi¢do corporal por meio do Indice de Lee e peso de Tecido Adiposo seco de filhotes
de 120 dias.

e Avaliacdo dos niveis plasmaticos de creatinina, taxa de filtracdo glomerular (TFG) e

excre¢do urinaria de proteinas dos filhotes de 120 dias.
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4. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de
Aperfeicoamento de  Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) -
Cddigo de Financiamento 001.

Todos os protocolos experimentais necessarios para o desenvolvimento deste trabalho

foram aprovados pela Comissdo de Etica na Utilizagio de Animais sob o protocolo CEUA/UFU

n°® 054/18 de 29 de agosto de 2018. (ANEXO)

4.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos com peso corporal acima de 300g e fémeas com
peso acima de 180g, provenientes do biotério central da Universidade Federal de Uberlandia
(UFU). Os animais foram mantidos separados por sexo, em caixas, de polipropileno grandes
(dimensdes CxLxA: 41x34x16cm) com maravalha, distribuidas em estantes, em salas com
temperatura controlada, ciclo claro-escuro de 12 horas, e com agua e ragdo ad libitum, no
Biotério Setorial do bloco 2A (Rede de Biotérios de Roedores da UFU — REBIR/UFU),
localizado no Departamento de Fisiologia (DEFIS) do Instituto de Ciéncias Biomédicas
(ICBIM) da UFU.

Os animais machos (n=15) foram mantidos individualmente em suas caixas para
reconhecimento de territorio e diariamente, ao final da tarde, as fémeas (n=49) foram colocadas
nas caixas dos machos na propor¢ao de 2 a 3 fémeas para cada macho. No inicio da manha do
dia seguinte, foi realizado o esfregaco vaginal para deteccdo de uma possivel gravidez, pela
presenca de espermatozoides no esfregaco. Uma vez gravidas, as fémeas foram colocadas em
caixas individuais (dimensdes CxLxA: 30x19x13cm) e foram divididas nos seguintes grupos:

Grupo 1 (Grupo Controle): mies que receberam dieta comercial durante a gestagao e
lactacao;

Grupo 2 (Grupo Experimental 1 - Dieta Hiperlipidica 28%): maes que receberam
dieta hiperlipidica com teor de 28% de lipideos, durante a gestagado e lactagao.

Grupo 3 (Grupo Experimental 2 - Dieta Hiperlipidica 40%): maes que receberam
dieta hiperlipidica com teor de 40% de lipideos, durante a gestagao e lactagao.

Durante o tratamento com as respectivas dietas foram acompanhados parametros
maternos como: consumo médio diario de ragdo e liquido por 5 dias consecutivos, bem como a

variacao de peso corporal ao longo dos 21 dias de gestagao.
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O consumo médio diario de racdo pelas ratas gravidas foi acompanhado durante cinco
dias, a partir do 8° dia de gestacdo. Para isso, a ragdo foi pesada e o volume de liquidos foi
avaliado por meio de uma proveta inicialmente (no dia 0), e todos os dias no mesmo horario,
durante os cinco dias de avaliagdo, a racao era pesada e o volume de liquido avaliado, sendo a
diferenca da primeira e da segunda avaliagdes a quantidade de ragdo e liquidos,
respectivamente, ingeridos pelos animais. Através do consumo médio de raga@o foi calculado o
consumo de cada macronutriente, utilizando por base o conteudo de carboidratos, proteinas e
lipideos de cada ingrediente das ragdes hiperlipidicas, obtido por meio da tabela de composi¢ao
dos alimentos (TACO, 2011).

Ja a avaliag@o do ganho total e da variagdo do ganho de peso corporal das ratas gravidas,
foi realizada a cada 5 dias, desde o peso pré-gestacional até o 20° dia de gravidez. Também foi
calculada a porcentagem do sucesso gestacional, levando-se em consideracdo quantas ratas
efetivamente pariram das que foram consideradas gravidas.

Os filhotes foram expostos a dieta hiperlipidica durante a gestagdo (21 dias) e lactacdo
(21 dias). Desse modo, apds o desmame, esses animais foram separados de suas respectivas
maes e passaram a consumir ragao comercial padrdo até a data da eutanasia. Ao completar 30
dias de idade, os filhotes machos foram utilizados para os experimentos do sistema
gastrintestinal, enquanto que os filhotes fémeas com 120 dias foram utilizados para os testes de
parametros metabolicos (determinagdo de pressao arterial, niveis séricos de lipideos, glicemia,
testes funcionais de sistema renal e parametros associados a obesidade).

Para garantir a variabilidade amostral foram utilizados no maximo dois filhotes de cada

mae para cada experimento realizado.

4.2 Composicao das Racoes

A ragdo normolipidica consiste em racao comercial (Nuvilab) para ratos contendo por
peso: 19% de proteinas, 56% de carboidratos e 3,5% de lipideos, totalizando 4,068kcal/g
(17,03KJ/g).

Ja a racao hiperlipidica 28% consistiu na adi¢ao de alimentos hipercaloricos a 65g de
racdo comercial (Nuvilab) na seguinte proporcao: 12g de amendoim torrado, 4g de chocolate
ao leite, 2g de biscoito maisena e 17g de banha de porco, de modo que a composi¢ao centesimal
dessa racdo foi de 15% de proteinas, 42% de carboidratos, 28% de lipideos, totalizando

5,25kcal/g (21,96 KJ/g) (adaptado de DUARTE et al, 2006).
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Enquanto a racdo hiperlipidica 40% continha os mesmos ingredientes que foram
adicionados a ragdo 28% mas em proporg¢des diferenciadas. Foram adicionados a 48g de ragcao
comercial (Nuvilab), 18g de amendoim torrado, 5g de chocolate ao leite, 3g de biscoito maisena
e 26g de banha de porco. Estes ingredientes foram moidos, misturados e oferecidos na forma
de peletes, contendo por peso: 14% de proteinas, 35% carboidratos e 40% de lipideos,

totalizando 5,83 kcal/g (24,39 KJ/g).

4.3 Testes de Fun¢ao Gastrintestinal
Nos filhotes machos de 30 dias de idade dos 3 grupos estudados foram realizadas
analises géstricas, como area total do estomago, peso do orgdo e relacdo entre o peso do
estomago e peso corporal. Quanto ao intestino delgado, avaliou-se o comprimento total, peso
do 6rgdo e relacdo entre o peso intestinal e peso corporal. J4 para o intestino grosso, o pardmetro
funcional avaliado foi a motilidade coldnica distal. E importante destacar que, para todos os

experimentos funcionais do TGI, os animais foram mantidos em jejum de 12 horas.

4.3.1 Avaliaciio da motilidade gastrintestinal utilizando o modelo do transito do carvio

ativado

Os filhotes receberam 0,8 mL/100g de peso corporal da suspensao de carvao ativado
5% em solugdo de carboximetilcelulose 5% por gavagem. Seguidos 30 min da administracao
da suspensdo, os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical apos anestesia com
tiopental (0,2 mL/100g de peso corporal i.p.). Em seguida o intestino delgado foi removido para
a determinacdo da distancia percorrida pelo carvao ativado (expresso em % do comprimento do

intestino) (Figura 9) (HARRISON et.al, 2004; UDDIN et al., 2005).

Figura 9 - Distancia percorrida pelo carvao ativado.

Comprimento total do intestino

Comprimento
percorrido pelo
carvdo ativado

Fonte: REZENDE, 2018.
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4.3.2 Avaliacao do acumulo de liquido intestinal (enteropooling) produzido pelo 6leo de

ricino

Os filhotes receberam por via oral (gavagem) o6leo de ricino ou salina (0,8 mL/animal)
(DOHERTY; HANCOCK, 1983; ROBERT et al., 1976). Ap6s 30 minutos os animais foram
anestesiados com tiopental (0,2 mL/100g de peso corporal i.p.) e eutanasiados por
deslocamento cervical. Realizou-se laparotomia, seguida de amarracdo e isolamento do
intestino delgado, o qual foi pesado. O contetdo intestinal foi removido e o intestino novamente
pesado. A diferenga entre os pesos do intestino cheio (IC) e vazio (IV) foi utilizada como
indicativo do conteudo intestinal relativo, onde enteropooling = (IC-IV)/peso do animal (em

mg/g X1000).

4.3.3 Estudo da motilidade do célon distal

Ap6s jejum de 12h, foi introduzida uma esfera de plastico de 2 mm de didmetro no colon
distal (distancia de 2,5 cm) dos filhotes de 30 dias, com o auxilio de uma sonda plastica. Os
animais ficaram sob observagdo de um experimentador especifico e o tempo para expulsdo da

esfera foi registrado para cada animal e serviu de parametro para inferir alteracdes na motilidade

do célon (KOSLO et al., 1986).

4.3.4 Avaliaciao da susceptibilidade a ulcera gastrica

Com auxilio de uma agulha de gavagem, foi administrada (via intragastrica) 0,8
mL/100g de peso corporal de solugao hidroalcodlica (0,3M de HCI/ etanol 60%), com intuito
de induzir lesdes gastricas e testar a suscetibilidade a lcera gastrica dos filhotes machos de 30
dias. Depois de 1h, os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical apos anestesia
com tiopental (0,2 mL/100g de peso corporal i.p.). Em seguida, foi realizada a laparotomia para
remocao dos estdbmagos, os quais foram abertos através da curvatura maior, lavados em salina
e montados entre 2 placas de vidro. O material foi escaneado em Scanner HP Scanjet 2400 e as
imagens dos estdmagos analisadas no software Image J (https://imagej.nih.gov/ij/), sendo os
resultados expressos em indice de ulcera (IU).

Para calcular o IU, as lesdes gastricas foram classificadas e receberam escores de acordo
com a severidade das mesmas, da seguinte maneira: area de lesdes hemorragicas ou ulceragao
propriamente ditas (3); area de hiperemia intensa (2); e area de hiperemia leve/moderada (1)

(Figura 10). O IU foi determinado como previamente descrito (PRADO et al, 2014): [U=3X
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area de lesdo hemorragica (mm?) + 2X 4rea de hiperemia intensa (mm?) + 1X 4rea de hiperemia

leve/moderada (mm?).

Figura 10 - Classificacdo em escore para as lesdes gastricas.

Escore 3: Lesoes
hemorragicas ou ulceragoes

Escore 2: Hiperemia
intensa

Escore 1: Hiperemia
leve/moderada

Tecido néo lesionado

Fonte: REZENDE, 2018.

4.4 Avaliacao Morfométrica do Sistema Gastrintestinal

Para avaliacdo da morfometria, os filhotes machos de 30 dias foram anestesiados e
eutanasiados, e em seguida tiveram os 6rgaos como estomago, duodeno, jejuno, ileo, colon,
ceco e reto coletados. Os fragmentos obtidos das amostras intestinais apresentavam um
comprimento médio de 2 cm. Para a coleta do intestino delgado, a por¢do proximal, foi
considerada como duodeno; a por¢ao intermedidria, foi considerada como jejuno; e a por¢ao
mais distal, considerou-se como ileo. Enquanto que para o intestino grosso, os fragmentos
coletados da por¢do mais inicial, foram considerados como ceco; fragmentos intermediarios,
colon; e fragmentos obtidos da porcado distal, foram considerados como reto (figura 11).

O material coletado foi irrigado com salina (0,9%) para remover todo o conteudo
luminal e em seguida foi injetado fixador, com auxilio de uma seringa, no interior de cada 6rgao
para garantia de uma fixacdo adequada. Apos isso, o material foi conservado em Methacarn
(60% metanol, 30% cloroférmio e 10% acido acético glacial) por 24h, e posteriormente
mantidos em alcool 70%, para fixacdo do tecido. Sequencialmente foram realizadas as etapas
de processamento do material histoldgico, que consistem em colocar os tecidos identificados,
em pequenas caixas, chamadas de cassetes, desidratados em uma sequéncia de alcoois em
ordem crescente (70% a 100%), diafanizados com imersao em Xilol (solvente organico, Synth)
e banhados em parafina, para que a mesma impregne o tecido, atingindo as células e mantendo

suas estruturas. Posteriormente, ocorreu a inclusdo dos tecidos em blocos parafinizados para
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entdo serem seccionados em cortes de Sum de espessura em microtomo, fixados em laminas de
vidro, previamente gelatinizadas e mantidos em estufa, por 24h, na temperatura de 60°C, para
remocao do excesso de parafina.

Figura 11 - Representagdo das por¢oes intestinais referentes aos fragmentos coletados para andlise estrutural.

1: duodeno; 2: jejuno; 3: ileo; 4: ceco; 5: colon; 6: reto.

Fonte: RUEHL-FEHLERT et al, 2003.

Em seguida realizou-se a coloragdao das laminas com Hematoxilina-Eosina (HE) para
captura das imagens dos cortes histologicos. Esse processo foi realizado por meio de
microscopia optica digitalizada através do software OPTICAM acoplado ao microscopio da
marca NIKON modelo eclipse Ti-S, em aumento de 4x.

Finalmente, utilizando o software de analise de imagem Image J, foram calculadas as
espessuras médias (figura 12) das camadas muscular externa, submucosa e mucosa, bem como
a espessura total da parede do estdmago e dos segmentos intestinais, medindo-se a distancia
entre os limites de cada uma das camadas em 4 regides distintas do corte transversal, escolhidas
de forma aleatoria (para isso, foi tragcada uma linha imaginaria dividindo cada corte histologico
em 4 quadrantes, considerando-se um ponto aleatdrio em cada quadrante). Em adicdo, para os
segmentos do intestino delgado, também foi avaliado o nimero de vilosidades relativo a area
da mucosa do respectivo segmento intestinal (adaptado de TRAMONTE et al, 2004;
VIGUERAS et al, 1999). Para a medida da area da mucosa dos segmentos de intestino delgado,
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toda a regido da mucosa foi contornada e o célculo da area foi realizado pelo software. Apenas
as vilosidades que tinham continuidade com a parede intestinal, foram consideradas. A
calibracao foi feita com uma régua micrométrica apropriada. Todos os parametros estruturais
foram avaliados da mesma imagem e regido, sendo que para cada filhote, a imagem de um corte

foi analisada.

Figura 12 - Representagdo esquematica da mensuragdo das espessuras das camadas da parede do TGI.
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Coloracao HE. Aumento 4x. 1: espessura total; 2: espessura da camada muscular; 3: espessura da camada

submucosa; 4: espessura da camada mucosa. Fonte: a autora.

4.5 Determinaciao da Pressiao Arterial
Todos os filhotes fémeas de 120 dias foram anestesiados (ketamina — xilazina 20-40
mg/kg) para implantacdo de canulas de polietileno, confeccionadas com a utilizagdo de tubos
de polietileno PE-50 (diametro interno de 0,05mm) e soldados a tubo de polietileno PE-10
(didmetro interno de 0,01mm).
Antes do implante, o interior das canulas foi lavado e preenchido de heparina sodica

50UI/ml e solugdo fisioldgica e inseridas na artéria e veia femorais para registro da pressao
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arterial, frequéncia cardiaca (canula arterial) e administracdo de drogas (cdnula venosa),
respectivamente. A extremidade a ser conectada no transdutor de pressao foi fechada com pinos
de ago inoxidavel.

As canulas foram introduzidas através de uma pequena incisdo inguinal esquerda em
direcdo ao feixe vasculo-nervoso. Ja as extremidades de menor calibre das canulas (PE-10)
foram introduzidas na luz da artéria e veia femorais (figura 13). As canulas foram fixadas com
fio de algodao na artéria e na veia, e suas extremidades mais calibrosas (PE-50) foram
transpassadas subcutaneamente, exteriorizadas no dorso da regido cervical, fixadas com fio de
algodao na pele. O tamanho das canulas foi ajustado de acordo com o tamanho dos animais. A
anti-sepsia no campo cirurgico foi feita utilizando-se polivinil-pirrolidona (PVPI).

Figura 13 - Esquema do procedimento de canulagdo. A: sitio de dissecagdo para cateterizagdo da artéria femoral.
B: isolamento da artéria femoral e inser¢do da canula.
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Fonte: FLUES, 2011.
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Antes de iniciar o registro de pressdo arterial, foi administrada salina heparinizada (50
Ul/ml) na canula implantada na artéria femoral com intuito de impedir a formagao de codgulos
durante o experimento. Em seguida, a canula arterial foi conectada a um transdutor de pressao
Statham P23 Db, o qual foi acoplado ao registrador Grass (Grass model) de 8 canais e ao sistema
computadorizado de registro Mac Lab 8 canais (AD Instruments). A aquisi¢do dos dados foi
obtida por meio de software correspondente ao sistema de registro (Powerlab versdo 8, AD
Instruments). Foram registrados simultaneamente a pressao arterial pulsatil (PAP), a pressao
arterial média (PAM) e a frequéncia cardiaca (FC). A FC foi obtida através de biotacometro, a
partir dos sinais gerados pela PAP. A PAM foi obtida por amortecimento eletronico (filtro passa
baixo) a partir do sinal da PAP. O software captura os sinais PA com uma frequéncia amostral
de 1000 Hz.

Os animais foram mantidos em caixas individuais durante todo o registro. Os
experimentos foram realizados 48 horas apods a canulagio e iniciados apds um periodo de no
minimo 20 minutos de adaptagao dos animais as condi¢des de som e iluminagao do laboratorio.
A PAM, Pressao Arterial Diastolica (PAD), Pressao Arterial Sistolica (PAS) e FC foram obtidas
simultaneamente a partir de derivagdes do sinal da pressdo arterial pulsatil. A PAM era
calculada a partir do registro da PAP de acordo com a féormula abaixo e a FC era calculada

como a frequéncia instantanea do sinal de PA.

PAM = PAdi astolica + 1/3 (PASistolica - PADiastoélica).

Para efeito das andlises os niveis de PAM e FC em repouso de cada rato foram
considerados como sendo a média aritmética calculada em um periodo de 30 segundos ap6s os

20 minutos de adaptagao.

4.6 Determinacio de Lipidios séricos e Glicemia
Os niveis séricos de colesterol total e de triglicerideos foram determinados por método
enzimatico-Trinder e avaliados nos filhotes fémeas de 120 dias. Os ésteres de colesterol sao
hidrolisados pela enzima colesterol esterase a colesterol livre e dcidos graxos. O colesterol livre
¢ oxidado pela enzima colesterol oxidase a colest-4-em-ona e perdxido de hidrogénio. Na
presenca de peroxidase e peroxido de hidrogénio, o fenol e a 4-aminoantipirina sdo oxidados

formando a antipirlquinonimina que tem absortividade maxima em 500nm. A intensidade da
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cor vermelha formada na reagdo final ¢ diretamente proporcional a concentragdo do colesterol
na amostra.

Ja para a determinagdo dos triglicerideos, a lipoproteina lipase promove hidrélise dos
triglicerideos liberando glicerol, que é convertido pela a¢ao da glicerolquinase, em glicerol-3-
fosfato. Este ¢ oxidado a dihidroxiacetona e peroxido de hidrogénio na presenca de
glicerolfosfato oxidase. Em seguida, ocorre uma reacao de acoplamento entre perdxido de
hidrogénio, 4-aminoantipirina e 4-clorofenol, catalisada pela enzima peroxidase, produzindo
uma quinoneimina que tem maximo de absorbancia em 505nm. A intensidade da cor vermelha
formada ¢ diretamente proporcional a concentragao dos triglicerideos na amostra.

A glicemia ocasional foi avaliada por meio de uma gota de sangue obtida através de um

pequeno corte na cauda no animal e verificada com auxilio de um glicosimetro.

4.7 Testes Funcionais do Sistema Renal

Os estudos de fun¢do renal foram feitos nos animais de 120 dias pelo clearance de
creatinina. Os filhotes foram colocados em gaiolas metabolicas durante 24 horas para
adaptacdo. Em seguida, permaneceram por mais 24 horas para a coleta de urina, quando
também foi coletada uma amostra de sangue. Para determinacdo do clearance de creatinina e
consequentemente da Taxa de Filtracdo Glomerular (TFG), a dosagem de creatinina urindria e
plasmatica foi feita utilizando-se método colorimétrico.

A Excrec¢do Urindria de Proteina foi determinada por colorimetria nos animais de 120
dias com o auxilio do vermelho de pirogalol (Labtest). Esta substidncia reage com o molibdato
de sédio formando um complexo que, quando combinado com a proteina em meio acido
desenvolve um cromoforo de cor azul. A absorbédncia obtida pela leitura das amostras em

espectrofotometro ¢ diretamente proporcional a concentragdo de proteina na amostra.

4.8 Parametros associados a obesidade
Para estimar a gordura e medir a adiposidade corporal, os pesos e os comprimentos
corporais das fémeas de 120 dias de idade foram obtidos ao final dos experimentos, para a
realizacdo do célculo do Indice de Lee (BERNARDIS ¢ PATTERSON, 1968). Esse indice
consiste na divisdo da raiz ctibica do peso em gramas pelo comprimento nasoanal em
centimetros multiplicado por 100 (adaptado de BERNARDIS e PATTERSON, 1968) e fornece

uma rapida mensura¢do da obesidade em ratos. Além disso, apds a eutandsia desses animais,
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livre de dor e sofrimento, o tecido adiposo da regido retroperitoneal foi coletado (figura 14),

lavado com salina e pesado apds 24 horas de secagem na estufa a 45°C (figura 38).

Figura 14 - Coleta de tecido adiposo retroperitoneal e gonadal.

e

Fonte: a autora.

4.9 Analise Estatistica
A andlise estatistica foi realizada no software GraphPad Prism Version 5.00 (Trial).
Primeiramente, verificou-se se os dados apresentaram ou nao distribui¢do normal com os testes
de Kolmogorov-Smirnov, D’ Agostino e Pearson e Shapiro Wilk. Quando foi constatada uma
distribuicdo normal dos dados analisados, utilizou-se um teste paramétrico, caso contrario,
utilizou-se um teste ndo-paramétrico. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05. Os testes
utilizados para cada parametro estudado sdo citados na legenda de cada grafico constante no

item Resultados.
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5. RESULTADOS

5.1 Dados maternos

O numero de ratas Wistar que foram colocadas para cruzamento, identificadas como
gravidas e que tiveram seus filhotes ndo foi diferente entre os grupos de estudo (70,50% no
grupo C; 62,50% no grupo El e 68,75% no grupo E2), demostrando que o consumo de dieta
hiperlipidica ndo interferiu no sucesso da gravidez, assim como ndo resultou em alteragcdo no
numero de filhotes por ninhada (figura 15A) e nem na proporc¢ao entre machos e fémeas (figura
15B). Do mesmo modo, o ganho de peso materno ¢ a variagao de peso ao longo da gestacao (0,
5, 10, 15 e 20 dias) também ndo apresentaram diferengas estatisticas entre os grupos (figuras

16A e 16B).

Figura 15 - Grafico do nimero total de filhotes (A) e numero de filhotes por sexo (B).
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(A) Numero total de filhotes por ninhada dos grupos C (n=22), E1 (n=21) e E2(n=22). (B) Numero de filhotes por
sexo dos grupos Cm (n=11), Cf (n=10), Elm (n=10), E1f (n=11), E2m (n=11) e E2f (n=11). ANOVA com pos-
teste de Tukey. Os resultados representam a média = EPM. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.

Figura 16 - Graficos do ganho de peso (A) e da varia¢do de peso maternos (B) ao longo da gestagdo.

Ganho de peso materno ﬂ Variagao de peso na gestagao
150- -« Controle
3 Controle -¢- Experimental 1 - H28%
I [ Experimental 1 - H28% -¢- Experimental 2 - H40%
—_ 100- I @l Experimental 2 - H40%
=]
o 5
Grupos Tempo (dias)

(A) Ganho de peso das maes dos grupos C (n=7), E1 (n=8), E2 (n=8). ANOVA com pos-teste de Tukey. Os
resultados representam a média + EPM. (B) Variagdo de peso ao longo da gestagdo de maes dos grupos C (n=7),
El (n=8), E2 (n=7). ANOVA Two-way com pos-teste de Bonferroni. Os resultados representam a média + EPM.
O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.
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O consumo materno de liquidos e racdo foi avaliado por 5 dias consecutivos durante a
gestacdo. O primeiro foi semelhante entre os grupos estudados (figura 17), ja o consumo de
ragdo foi menor no grupo E2 quando comparado ao E1 (figura 18A), enquanto que o consumo
calorico didrio das maes do grupo E1 foi maior em comparagdo aos demais grupos (Figura
18B), demonstrando que a quantidade de ragdo ingerida diminuiu a8 medida que a oferta calorica
aumentou. Levando-se em consideracdo a quantidade de ragdo ingerida, foi possivel calcular o
consumo em separado de cada macronutriente, neste caso observou-se que o consumo materno
de carboidratos (figura 19A) e proteinas (figura 19B) foi menor no grupo E2 em relacao aos
grupos C e E1. J4 a ingestao de lipideos (figura 19C) foi maior nos dois grupos experimentais,
ndo havendo diferencas entre eles. Esses resultados eram esperados, uma vez que o teor de
carboidratos e proteinas das ra¢des experimentais era menor que o teor de lipideos.

Figura 17 - Grafico do consumo materno de liquido.
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Consumo materno de liquido dos grupos C (n=7), E1 (n=8), E2 (n=8). ANOVA com poés-teste de Tukey. Os
resultados representam a média + EPM. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.

Figura 18 - Graficos do consumo de ragdo (A) e consumo calorico diario (B) das ratas gravidas.
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(A) Consumo diario de ragdo das maes dos grupos C (n=7), E1 (n=8), E2 (n=8). Teste de Kruskall-Wallis com
pos-teste de Dunn. Os resultados representam a mediana com IQ 75 e IQ 25. (B) Consumo caldrico diario das
maes dos grupos C (n=7), E1 (n=8), E2 (n=8). ANOVA com pods-teste de Tukey. Os resultados representam a
média = EPM. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05. ***C: p<0,001 versus C; **E1: p<0,01 versus E1.
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Figura 19 - Graficos do consumo de carboidratos (A), proteinas (B) e lipideos (C) das ratas gravidas.

15+ 6-
' == T
= 104 — 4]
s =1 [ L
g ***c***E‘I 3 **c**ﬂ
54 a 2-
o L] L} o T T
Grupos Grupos
Consumo de Lipideos
104
3 Controke
8- wke e O Experimental 1 - H28%
' B Experimental 2 - H40%
B o
.
2
o T T
Grupos

(A) Consumo de carboidratos das maes das maes dos grupos C (n=7), E1 (n=8), E2 (n=8). ANOVA com pds-teste
de Tukey. Os resultados representam a média = EPM. (B) Consumo de proteinas das maes dos grupos C (n=7),
El (n=8), E2 (n=8). Kruskall-Wallis com pos-teste de Dunn. Os resultados representam a mediana com I1Q 75 e
IQ 25. (C) Consumo de lipideos das maes das maes dos grupos C (n=7), E1 (n=8), E2 (n=8). ANOVA com po6s-
teste de Tukey. Os resultados representam a média + EPM. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05. ***C:
p<0,001 versus C; ***E1: p<0,001 versus E1; **C: p<0,01 versus C; **E1: p<0,01 versus El.

5.2 Dados da Prole

5.2.1 Dados Gastrintestinais

O peso corporal (figura 20A), peso bruto (figura 20B) e drea do estomago (figura 21A)
foram menores nos animais de 30 dias do grupo E2 quando comparados aos grupos C e El,
enquanto que o peso relativo deste 6rgao (figura 21B) foi menor nos animais de E1 em relacao
ao grupo C. Esses dados mostram que a dieta hiperlipidica 40% (E2) prejudicou tanto o
crescimento dos animais quanto o crescimento do estdbmago, enquanto a de 28% (E1) provocou
alteragdes somente no crescimento do 6rgao, que apesar de menor mostrou-se com a parede
mais espessa (figura 22A), provavelmente devido a um aumento da camada mucosa (figura
22B), se comparado ao C. As outras camadas submucosa e muscular ndo foram diferentes entre

os grupos (figuras 22C e 22D).
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Figura 20 - Graficos do peso corporal (A) e do peso bruto do estomago (B) dos filhotes machos de 30 dias.
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(A) Peso corporal dos filhotes machos de 30 dias dos grupos C (n=31), E1 (n=39), E2 (n=40). Teste de Kruskall-
Wallis com pos-teste de Dunn. Os resultados representam a mediana com 1Q 75 e 1Q 25. (B) Peso bruto do
estomago dos filhotes machos de 30 dias dos grupos C (n=8), E1 (n=11), E2 (n=10). ANOVA com pobs-teste
deTukey. Os dados representam a MédiatEPM. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05. ***C: p<0,001
versus C; ***E1: p<0,001 versus E1; *E1: p<0,01 versus E1.

Figura 21 - Graficos da area (A) e do peso relativo do estomago (B) dos filhotes machos de 30 dias.
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(A) Area do estdmago dos filhotes machos de 30 dias dos grupos C (n=8), E1 (n=11), E2 (n=10). Teste de Kruskall-
Wallis com pos-teste de Dunn. Os resultados representam a mediana com IQ 75 e IQ 25. (B) Peso relativo do
estomago dos filhotes machos de 30 dias dos grupos C (n=8), E1 (n=11), E2 (n=10). ANOVA com pds-teste de
Tukey. Os dados representam a MédiatEPM. O nivel de significincia adotado foi de p<0,05. ***C: p<0,001
versus C; *C: p<0,05 versus C; **E1: p<0,01 versus EI.
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Figura 22 - Graficos da espessura total (A) e da espessura das camadas mucosa (B), submucosa (C) e muscular
(D) do estdmago dos filhotes machos de 30 dias.
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(A) Espessura total e espessuras das camadas (B) mucosa, (C) submucosa e (D) muscular do estomago dos filhotes
machos de 30 dias dos grupos C (n=6), E1 (n=7), E2 (n=6). ANOVA com pos-teste de Tukey. Os resultados
representam a Média+EPM. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05. **C: p<0,01 versus C; *C: p<0,05
versus C.

Com relagdo a parte funcional géstrica, o indice de Ulcera foi menor nos 2 grupos
experimentais quando comparados ao grupo C (figura 23), ou seja, os filhotes de maes
submetidas a dieta hiperlipidica respondem com menor intensidade a estimulos lesivos a parede

do estdomago.

Figura 23 - Grafico do indice de tlcera/area dos filhotes machos de 30 dias.
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Indice de ulcera/area dos filhotes machos de 30 dias dos grupos C (n=8), E1 (n=11), E2 (n=10). Teste de Kruskall-
Wallis com pos-teste de Dunn. Os resultados representam a mediana com IQ 75 e 1Q 25. O nivel de significancia
adotado foi de p<0,05. **C: p<0,01 versus C.

Quanto as analises do intestino delgado constatou-se que o comprimento total (figura
24) nao foi diferente estatisticamente entre os grupos, mas o peso bruto deste o6rgao (Figura
25A) foi menor no grupo E2. Apesar disso, o peso relativo foi maior em E2 (Figura 25B),
quando comparado aos demais, demonstrando que houve prejuizo do crescimento corporal e
também do intestino delgado dos filhotes de maes que receberam dieta hiperlipidica 40%, sendo

que o prejuizo no primeiro foi proporcionalmente maior.

Figura 24 - Grafico do comprimento do intestino delgado dos filhotes machos de 30 dias.
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Comprimento do intestino delgado dos filhotes machos de 30 dias dos grupos C (n=7), E1 (n=9), E2 (n=10).
ANOVA com pos-teste de Tukey. Os resultados representam a Média=EPM. O nivel de significancia adotado foi
de p<0,05.

Figura 25 - Graficos dos pesos bruto (A) e relativo (B) do intestino delgado dos filhotes machos de 30 dias.
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A) Peso bruto do intestino delgado dos filhotes machos de 30 dias dos grupos C (n=23), E1 (n=30), E2 (n=31).
Teste de Kruskall-Wallis com pdés-teste de Dunn. Os resultados representam a mediana com IQ 75 e 1Q 25. (B)
Peso relativo do intestino delgado dos filhotes machos de 30 dias dos grupos C (n=16), E1 (n=20), E2 (n=23).
ANOVA com poés-teste de Tukey. Os dados representam a MédiarEPM. O nivel de significancia adotado foi de
p<0,05. ***C: p<0,001 versus C; **C: p<0,01 versus C; ***E1: p<0,001 versus E1; **E1: p<0,01 versus E1.
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O transito no intestino delgado foi avaliado pelo tempo de deslocamento de carvao
ativado ao longo da extensao deste 6rgao e ndo foram observadas diferencas entre os grupos
para este parametro (Figura 26), nem para a avaliacdo do enteropooling (Figura 27), anélise
que permite avaliar as capacidades secretora e absortiva do intestino delgado, como um todo.
Em todos os grupos, a resposta ao 6leo de ricino foi maior em relagdo a resposta a salina, mas

nao houve diferencas entre eles.

Figura 26 - Grafico do transito do intestino delgado dos filhotes machos de 30 dias.
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Transito do intestino delgado dos filhotes machos de 30 dias dos grupos C (n=7), E1 (n=9), E2 (n=10). Teste de
Kruskall-Wallis com pos-teste de Dunn. Os resultados representam a mediana com IQ 75 e 1Q 25. O nivel de
significancia adotado foi de p<0,05.

Figura 27 - Grafico do enteropooling dos filhotes machos de 30 dias.
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Enteropooling dos filhotes machos de 30 dias dos grupos Csalina (n=8), Céleo (n=8), Elsalina (n=10), Eldleo
(n=10), E2salina (n=11), E26leo (n=11). ANOVA com pos-teste de Tukey. Os resultados representam a
Média=EPM. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05. ***p<0,05 versus salina do mesmo grupo.

A oferta de dieta com teores diferentes de lipideos as maes dos grupos E1 e E2 ndo

alterou a espessura das camadas da parede duodenal dos filhotes (figura 28).

Figura 28 - Graficos da espessura total (A) e espessuras das camadas mucosa (B), submucosa (C) e muscular (D)
do duodeno dos filhotes machos de 30 dias.
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(A) Espessura total e espessuras das camadas (B) mucosa, (C) submucosa ¢ (D) muscular do duodeno dos filhotes
machos de 30 dias dos grupos C (n=8), E1 (n=6), E2 (n=7). ANOVA com pos-teste de Tukey. Os resultados
representam a MédiaxEPM. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.

No jejuno observou-se uma reducdo da mucosa (figura 29B) em E1, mas sem impacto
na espessura total deste segmento (figura 29A). J4 no ileo, a espessura total (figura 30A) e

espessura da mucosa (figura 30B) foram menores em E2.
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Figura 29 - Graficos da espessura total (A) e espessuras das camadas mucosa (B), submucosa (C) e muscular (D)
do jejuno dos filhotes machos de 30 dias.

Espessura total do jejuno ﬂ Espessura da mucosa jejunal
800 800
€ [
Z 600+ E 600 ——
E b = *
5 | —_— « _'C_
o 400 S 400
: g
g_ 200 Iﬂ 200
th
w
Grupos Grupos
Espessura da submucosa jejunal @ Espessura da muscular do jejuno
40 80
3 Controle
- — | [ Experimental 1 - H28%
£ 30 -t [ imental 2 - HA0%
ES —|_ S B Experimen
s g
5 20 = 404
2 2
3 a
& )
w 101 3 20-
Grupos Grupos

(A) Espessura total do jejuno de filhotes machos de 30 dias dos grupos C (n=6), E1 (n=4), E2 (n=7). Kruskall-
Wallis com pés-teste de Dunn. Os resultados representam a mediana com IQ 75 e IQ 25. Espessuras das camadas
(B) mucosa, (C) submucosa ¢ (D) muscular do jejuno dos filhotes machos de 30 dias dos grupos C (n=6), E1 (n=7),

E2 (n=6). ANOVA com pos-teste de Tukey. Os resultados representam a Média=EPM. O nivel de significancia
adotado foi de p<0,05. *C: p<0,05 versus C.
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Figura 30 - Graficos da espessura total (A) e espessuras das camadas mucosa (B), submucosa (C) e muscular (D)
do ileo dos filhotes machos de 30 dias.
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(A) Espessura total e espessuras das camadas (B) mucosa e (C) submucosa do ileo dos filhotes machos de 30 dias
dos grupos C (n=6), E1 (n=5), E2 (n=6). ANOVA com pos-teste de Tukey. Os resultados representam a
Média+EPM. (D) Espessura da camada muscular do ileo dos filhotes machos de 30 dias dos grupos C (n=6), E1
(n=7), E2 (n=6). Kruskall-Wallis com pés-teste de Dunn. Os resultados representam a mediana com 1Q 75 e IQ
25. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05. *C: p<0,05 versus C; *E1: p<0,01 versus EI.

Embora a espessura da mucosa jejunal tenha sido menor no grupo El, a area desta
camada estava aumentada (figura 32). Como ndo houve alteragdes no numero de
vilosidades/area no duodeno, jejuno e ileo (figura 33), muito provavelmente o aumento da area
da mucosa jejunal pode ser explicado pelo aumento no comprimento e ou espessura de suas

vilosidades, embora esta analise ndo tenha sido feita neste trabalho.
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Figura 31 - Graficos da area da mucosa do duodeno (A), jejuno (B) e ileo (C) dos filhotes machos de 30 dias.
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(A) Area da mucosa do duodeno dos filhotes machos de 30 dias dos grupos C (n=8), E1 (n=6), E2 (n=7). Kruskall-
Wallis com pés-teste de Dunn. Os resultados representam a mediana com IQ 75 e IQ 25. (B) Area das mucosas
do jejuno dos grupos C (n=6), E1 (n=4), E2 (n=7) e (C) ileo dos filhotes machos de 30 dias dos grupos C (n=6),
El (n=5), E2 (n=7). ANOVA com pods-teste de Tukey. Os resultados representam a MédiatEPM. *C: p<0,05
versus C.
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Figura 32 - Graficos do nimero de vilosidades/area do duodeno (A), jejuno (B) e ileo (C) dos filhotes machos de

30 dias.
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Numero de vilosidades/area do (A) duodeno dos filhotes machos de 30 dias dos grupos C (n=6), E1 (n=7), E2
(n=6). Kruskall-Wallis com pés-teste de Dunn. Os resultados representam a mediana com 1Q 75 e IQ 25.
Numero de vilosidades/area do (B) jejuno e (C) ileo dos filhotes machos de 30 dias dos grupos C (n=6), E1
(n=7), E2 (n=6). ANOVA com poés-teste de Tukey. Os resultados representam a Média+tEPM.
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Uma vez que o transito colonico distal, avaliado pelo tempo de expulsdo de uma esfera
de plastico introduzida no anus dos animais, ter variado muito entre os grupos, ndo foram

registradas diferengas entre eles (figura 33)

Figura 33 - Grafico do transito colonico distal dos filhotes machos de 30 dias.
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Transito colonico distal dos filhotes machos de 30 dias dos grupos C (n=8), E1 (n=11), E2 (n=9). Teste de Kruskall-
Wallis com pos-teste de Dunn. Os resultados representam a mediana com IQ 75 e 1Q 25. O nivel de significancia
adotado foi de p<0,05.

Foi possivel observar uma redugdo da espessura total nas regides do ceco (figura 34) e
colon (figura 35) do intestino grosso dos filhotes, cujas maes foram expostas a dieta com teor
lipidico de 40%. Tanto no ceco, quanto no colon esta redugdo pode ser atribuida a menor
espessuras das camadas mucosa e muscular. Embora a espessura total do reto tenha sido menor
no grupo E1 em comparacdo ao C, ndo foram identificadas alteragdes significativas nas demais

regides deste segmento (figura 36).
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Figura 34 - Graficos da espessura total (A) e das espessuras das camadas mucosa (B), submucosa (C) e muscular
(D) do ceco dos filhotes machos de 30 dias.
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(A) Espessura total e da (C) camada submucosa do ceco dos filhotes machos de 30 dias dos grupos C (n=7), E1
(n=7), E2 (n=7). ANOVA com pos-teste de Tukey. Os resultados representam a MédiazEPM. Espessuras das
camadas (B) mucosa e (D) muscular do ceco dos filhotes machos de 30 dias dos grupos C (n=6), E1 (n=7), E2
(n=6). Kruskall-Wallis com pos-teste de Dunn. Os resultados representam a mediana com IQ 75 e IQ 25. O nivel
de significancia adotado foi de p<0,05. *C: p<0,05 versus C; **E1: p<0,001 versus E1.
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Figura 35 - Graficos da espessura total (A) e das espessuras das camadas mucosa (B), submucosa (C) e
muscular (D) do co6lon dos filhotes machos de 30 dias.
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(A) Espessuras total e das camadas (B) mucosa, (C) submucosa ¢ (D) muscular do célon dos filhotes machos de
30 dias dos grupos C (n=6), E1 (n=7), E2 (n=6). ANOVA com poés-teste de Tukey. Os resultados representam a
MédiatEPM. *C: p<0,05 versus C; ***E1: p<0,001 versus E1; *E1: p<0,01 versus E1.
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Figura 36 - Graficos da espessura total (A) e das espessuras das camadas mucosa (B), submucosa (C) e
muscular (D) do reto dos filhotes machos de 30 dias.
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(A) Espessuras total e das camadas (B) mucosa, (C) submucosa e (D) muscular do reto dos filhotes machos de 30
dias dos grupos C (n=8), E1 (n=5), E2 (n=7. ANOVA com poés-teste de Tukey. Os resultados representam a
MédiatEPM. *C: p<0,05 versus C.

5.2.2 Dados Metabdlicos

Os parametros metabolicos foram determinados nos filhotes fémeas de 120 dias, quando
também foram avaliados os pesos corporal e do tecido adiposo. Como ja foi visto anteriormente,
assim como os filhotes machos de 30 dias de E2 apresentaram menor peso corporal, 0 mesmo
ocorreu para os filhotes fémeas de 120 dias, no entanto essa alteragdo agora pdde ser observada
nos 2 grupos experimentais (figura 37A). Apesar da reducao de peso corporal, os animais dos
grupos E1 e E2 apresentaram maior quantidade de gordura corporal (tecido adiposo seco) em
relacdo ao C (figuras 37B e 38), embora o indice de Lee (figura 39A) e a glicemia (figura

39B) nao tenham sido diferentes entre os grupos.
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Figura 37 - Graficos dos pesos corporal (A) e do tecido adiposo seco (B) dos filhotes fémeas de 120 dias.
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(A) Peso corporal ¢ (B) Peso do tecido adiposo seco dos filhotes fémeas dos grupos C (n= 16), E1 (n=16) ¢ E2
(n=15). ANOVA com pos-teste de Tukey. Os resultados representam a média + EPM. O nivel de significancia
adotado foi de p<0,05. **C: p<0,01 versus C; *C: p<0,05 versus C.

Figura 38 - Tecido adiposo apés resseccdo e secagem na estufa a 45°C por 24 horas.

Fonte: a autora.

Figura 39 - Gréficos do indice de Lee (A) e da glicemia (B) dos filhotes fémeas de 120 dias.
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(A) Indice de Lee dos filhotes fémeas de 120 dias dos grupos C (n=16), E1 (n=15) e E2 (n=15). ANOVA com
pos-teste de Tukey. Os resultados representam a MédiatEPM. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05. e
(B) Glicemia dos filhotes fémeas de 120 dias dos grupos C (n=15), E1 (n=15) e E2 (n=15). ANOVA com pos-
teste de Tukey. Os resultados representam a Média+EPM. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.
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Os niveis de colesterol total foram maiores no grupo E2 em relacdo ao grupo C (figura
40A), embora os triglicerideos séricos ndo tenham sido diferentes entre os grupos estudados

(figura 40B).

Figura 40 - Graficos dos niveis plasmaticos de colesterol total (A) e triglicerideos (B) dos filhotes fémeas de
120 dias.
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(A) Niveis plasmaticos de colesterol total dos filhotes fémeas de 120 dias dos grupos C (n=8), E1 (n=7) e E2
(n=10). ANOVA com pds-teste de Tukey. Os resultados representam a MédiatEPM. (B) Niveis plasmaticos de
triglicerideos dos filhotes fémeas de 120 dias dos grupos C (n=8), E1 (n=7) ¢ E2 (n=10). Teste de Kruskall-Wallis
com pos-teste de Dunn. Os resultados representam a mediana com IQ 75 e IQ 25. O nivel de significancia adotado
foi de p<0,05. *C: p<0,05 versus C.
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Nao foram encontradas diferengas significativas em relagdo a PAM, PAD, PAS, PAP
(figura 41), FC (figura 42) e peso relativo do rim (figura 43) entre os animais.

Figura 41 - Graficos das pressdes arterial média (A), sistdlica (B), diastolica (C), e pulsatil (D) dos filhotes
fémeas de 120 dias.
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(A) Pressdo arterial média, (B) pressdo arterial sistolica, (C) pressdo arterial diastdlica e (D) pressdo pulsatil dos
filhotes fémeas de 120 dias dos grupos C (n=8), E1 (n=10) ¢ E2 (n=9). ANOVA com pos-teste de Tukey. Os
resultados representam a MédiaEPM.

Figura 42 - Grafico da frequéncia cardiaca dos filhotes fémeas de 120 dias.
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Frequéncia cardiaca dos filhotes fémeas de 120 dias dos grupos C (n=8), E1 (n=10) ¢ E2 (n=9). ANOVA com po6s-
teste de Tukey. Os resultados representam a Média+EPM. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.
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Figura 43 - Grafico do peso relativo dos rins dos filhotes fémeas de 120 dias.
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Peso relativo dos rins dos filhotes fémeas de 120 dias dos grupos C (n=8), E1 (n=10) e E2 (n=11). ANOVA com
pos-teste de Tukey. Os resultados representam a MédiaxEPM. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.

Os animais dos grupos experimentais apresentaram queda da TFG, de modo mais
pronunciado em E1 (figura 44C), que aliados a tendéncia a aumento da creatinina plasmatica
(figura 44B), bem como da excre¢do de proteinas (figura 44A) podem corroborar com uma

funcao renal prejudicada nos filhotes de maes que receberam dieta hiperlipidica.
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Figura 44 - Graficos da creatinina plasmatica (A), da taxa de filtragdo glomerular (TFG) (B) e da excrecdo
urinaria de proteina (EUP) dos filhotes fémeas de 120 dias.
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(A)Creatinina plasmatica, (B) Taxa de filtragdo glomerular (TFG) e (C) Excrecéo urinaria de proteina (EUP) dos
filhotes fémeas de 120 dias dos grupos C (n=6), E1 (n=7) e E2 (n=5). ANOVA com poés-teste de Tukey. Os
resultados representam a MédiatEPM. *C: p<0,05 versus C.

Em resumo, quando comparados aos animais do grupo controle, nos animais do grupo
E1-28% foram identificados maior consumo calorico e lipidico pelas ratas gravidas; menor peso
corporal, apesar de maior adiposidade na prole aos 120 dias de idade, e também foi encontrada
uma menor TFG nos animais dessa idade, enquanto nos filhotes de 30 dias, foi observado menor
peso relativo do estdmago, menor IU, parede e mucosa estomacais mais espessas, menor
espessura da mucosa jejunal, apesar da maior area apresentada por esse segmento de intestino
delgado, e menor espessura da parede retal. Ja nos animais do grupo E2-40% foram encontrados
menores consumos de ragdo, de carboidratos e proteinas, acompanhado pelo aumento do
consumo lipidico pelas maes; menor peso corporal, apesar de maior adiposidade na prole aos
120 dias de idade; menor peso corporal, além de peso e area do estomago reduzidos, bem como
menores [U e peso bruto, mas maior peso relativo do intestino delgado, menor espessura da
mucosa ileal, refletindo na espessura total desse segmento, além de menor espessura da mucosa
e camada muscular colonica e cecal, conferindo menor espessura total da parede desses

segmentos intestinais na prole aos 30 dias de idade.
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6. DISCUSSAO

Nos ultimos anos, a programacao fetal tem sido muito estudada por abordar as relagdes
entre doencas e eventos patoldgicos, que compreendem fatores de risco para a sindrome
metabodlica, e sua origem em potencial durante as janelas criticas de desenvolvimento na vida
intrauterina. Além disso, ZHENG e colaboradores (2014) sugeriram que uma dieta materna rica
em gorduras, apenas durante a gravidez e lactacdo, foi capaz de contribuir para o
desenvolvimento de obesidade e sindrome metabolica na prole. Nesse sentido, embora a
hipdtese do presente estudo fosse de que, quanto maior o teor lipidico da dieta materna, maior
seria o impacto gastrintestinal e metabolico na satide dos filhotes em longo prazo, identificou-
se que teores lipidicos diferenciados podem causar alteragdes distintas na prole.

O TGI desempenha um papel crucial no suprimento nutricional do organismo, sendo
responsavel pela primeira etapa fisiologica de permitir a chegada de nutrientes a todas as células
do corpo. O desenvolvimento relativamente precoce desse sistema € uma combinagdo complexa
de crescimento (aumento de massa tecidual e/ou nimero, bem como tamanho das células) e de
maturacdo (mudangas estruturais e funcionais das células). Desse modo, o desenvolvimento
embrionario, fetal e pods-natal do TGI deve ser suficientemente adequado para, entdo,
proporcionar uma integridade ideal para o desempenho apropriado de suas fungdes no
organismo (GUILLOTEAU et al, 2010). Embora os estudos em relacdo a programagao
metabolica fetal tenham se intensificado nos ultimos anos, refor¢ando o conhecimento de que
as mudancas no desenvolvimento decorrentes desse fendmeno podem se tornar permanentes,
predispondo o individuo a problemas de satde, poucos esforgos t€m sido direcionados em
relagdo ao impacto da programagao fetal na estrutura e funcao do TGIL.

Dados da literatura demonstram que a nutricdo materna pode influenciar a maturagao
funcional do TGI durante os periodos pré-natal e pos-natal. (SANGILD et al, 2006. INNIS et
al, 2010). No presente estudo, foi identificado que a dieta hiperlipidica materna, além de
prejudicar o crescimento do estdbmago dos filhotes com 30 dias de idade, foi capaz de tornar a
camada mucosa gastrica mais espessa no grupo El, o que possivelmente também pode ter
provocado um aumento no nimero de células superficiais mucosas, com maior producdo de
muco (SUKHOTNIK et al, 2004; ISHII et al, 2009), fatores que juntos fornecem maior protegao
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2017) e podem explicar a menor responsividade desses filhotes
aos estimulos lesivos contra a parede do estobmago, demonstrado pelo menor IU neste grupo.

A massa e o comprimento dos 6rgdos digestivos também parecem ser afetados pela

nutricao materna (MORTENSEN et al, 2010). Os dados intestinais deste trabalho corroboram
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com essa afirmativa, pois apesar da semelhan¢a do comprimento do ID entre os grupos, em E2
foi possivel identificar uma redugdo do peso bruto, acompanhada de aumento do peso relativo
do ID nos filhotes de 30 dias de idade, sugerindo que aumentar o teor lipidico da dieta materna,
pode ter causado algum disturbio, principalmente no crescimento corporal e intestinal, uma vez
que o peso dos animais de E2 foi menor, acompanhado de um peso relativo do ID maior.
Resultados semelhantes foram demonstrados por LIU e colaboradores (2016), cuja prole de
leitoas que receberam dieta hipercaldrica acrescida com 6leo de soja, apesar de apresentar um
maior comprimento do intestino delgado ao nascimento, compensou essa diferenca ao 28° dia
de idade, em que o comprimento do ID ndo foi diferente entre os demais grupos, assim como
no presente estudo.

Segundo HEERWAGEN et al (2010), a exposi¢do intrauterina a sobrecarga de acidos
graxos, especialmente saturados, tem o potencial de desencadear mecanismos epigenéticos
relacionados aos micro-RNAs, que atuam como moduladores da expressdo génica, sendo
capazes de silenciar MRNAs (ROTTIERS V; NAAR AM, 2012; HA e KIM, 2014). Em adicio,
considerando que o fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1) e seu receptor sdo
moléculas extremamente importantes para o desenvolvimento intestinal e para formagao de
suas fungdes organicas (SPENCER et al, 1995), sugere-se que a dieta hiperlipidica materna
provoque alteragdes epigenéticas envolvendo a atuacdo dos micro-RNAs, que por sua vez
promovam o silenciamento de mRNAs de genes codificadores de IGF-1, levando a prejuizos
no crescimento intestinal, demonstrados neste trabalho, pela menor espessura das mucosas
jejunal (observada no filhotes de 30 dias do grupo E1) e ileal (identificada no grupo E2).
Curiosamente, apesar da camada mucosa dos filhotes expostos a dieta materna com 28% de
gordura, ter sido menos espessa, a espessura total da parede, bem como das demais camadas do
jejuno ndo foi diferente dos demais grupos, permitindo inferir que algum outro componente
tenha compensado esse déficit de espessura.

Embora a espessura da mucosa jejunal tenha sido menor no grupo El, a area desta
camada estava aumentada, porém sem alteragdes no niimero de vilosidades/area. E possivel que
o aumento da area do jejuno no grupo El possa estar relacionado com o aumento no
comprimento e ou espessura de suas vilosidades (andlise nao realizada neste trabalho), apesar
de LIU et al (2016) identificarem que, mesmo provocando aumento na altura das vilosidades
jejunais ao nascimento dos filhotes, a dieta hiperlipidica materna ndo foi suficiente para manter
essa diferenca até o desmame da prole. De modo semelhante, MEYER e colaboradores (2013)
demonstraram que a nutricdo materna ndo teve efeito significativo no comprimento das

vilosidades de cordeiros neonatos. Por outro lado, CHE et al (2016) observaram uma tendéncia
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de aumento das vilosidades intestinais em fetos de leitoas expostas a dieta hiperlipidica durante
a gestacdo, assim como NAVARRETE; VASQUEZ; DEL-SOL (2015) relataram presenga de
vilosidades mais longas em intestinos de camundongos alimentados com dieta com 40% de
gordura, por 14 semanas.

O aumento no teor lipidico na ragdo altera a composi¢ao dos outros macronutrientes da
dieta, geralmente reduzindo a composi¢ao de carboidratos e proteinas para coincidir com o
aumento de acidos graxos. Com isso, embora as ragdes hiperlipidicas apresentadas neste
trabalho ndo sejam consideradas pobres em proteina (pois, para isso deveriam apresentar um
conteudo de aproximadamente 8% de proteinas) (MORTENSEN et al, 2010), alguns resultados
encontrados podem ser devido a altera¢do da propor¢ao nutricional desses elementos.

Embora a avaliagdo do peso ao nascer dos animais ndo tenha sido realizada, acredita-se
que os filhotes tenham apresentado algum prejuizo no crescimento intrauterino que nao foi
recuperado, visto que os filhotes de 30 dias do grupo E2, bem como os filhotes de 120 dias em
ambos os grupos hiperlipidicos apresentaram menor peso que os controles. Nesse sentido, ¢
possivel inferir que apesar das ragdes hiperlipidicas nao serem, conceitualmente, caracterizadas
como modelo de restri¢ao proteica, a oferta de proteinas para os animais E1 e E2 foi claramente
menor que a oferta desse nutriente para os animais controles. Nesse contexto, sugere-se que o
menor teor proteico das ragdes hiperlipidicas possa ter contribuido para os déficits ponderal e
das espessuras intestinais, encontrados no presente estudo, assim como nos estudos com modelo
de restricdo de crescimento intrauterino (RCIU) (ZHONG et al, 2010).

Pesquisadores destacam que o 6mega-6, por meio de seu metabolito eicosanoide PGE2,
desempenha um papel relevante na sobrevivéncia e proliferacdo das células das criptas e na
permeabilidade do intestino grosso (AGUILA et al, 2003; HILDEBRANDT et al, 2009; KIM
e HO, 2010; SAMUELSSON et al, 2008). A partir disso, INNIS et al (2010) mostraram que os
acidos graxos dietéticos maternos foram capazes de influenciar a composi¢do da bicamada
lipidica das membranas do c6lon de recém-nascidos, provocando consequéncias permanentes,
de modo a sensibilizar a resposta do colon a insultos inflamatorios mais tardiamente. Com isso,
sugere-se que além da quantidade, a qualidade da gordura na alimentagdao pode influenciar as
alteragdes investigadas.

Embora a composi¢ao individual de cada acido graxo das ragdes estudadas ndo tenha
sido avaliada, € quase evidente que o conteudo de gordura saturada supere o conteudo de acidos
graxos mono e poli-insaturados, incluindo 6mega-6, devido ao fato da banha de porco ser o

principal ingrediente contribuinte para o aumento do teor lipidico das dietas. Isso pode ter



76

prejudicado o crescimento do intestino grosso, justificando a menor espessura das camadas
mucosa ¢ muscular, que resultaram na menor espessura total da parede do colon e ceco dos
filhotes E2, bem como provocou um menor espessamento da parede do reto nos animais do
grupo E1. Esses achados sdo relevantes, pois podem justificar o aumento de lesdes anormais,
identificadas na mucosa do intestino grosso de camundongos alimentados com dieta com 37,8%
de lipideos, no estudo de ASLAM et al (2010).

Dados encontrados na literatura demonstram que, na grande maioria dos trabalhos, a
dieta hiperlipidica ¢ capaz de promover o ganho de peso corporal nos animais que a consome
(SPERETA et al, 20116; HONORE et al, 2018; CHOWDHURY et al, 2016; SOARES et al,
2015; HOKKE et al, 2016; GLASTRAS et al, 2018; LIU et al, 2016). No entanto, no presente
estudo, as ratas gravidas que consumiram dietas hiperlipidicas apresentaram variagdo e ganho
de peso total durante a gestagdo, semelhante as maes do grupo controle. A divergéncia desses
resultados pode ser justificada pelo tipo de animal experimental, pela maior composi¢ao lipidica
da ragdo utilizada em alguns dos estudos (teor lipidico de 60%) ou ainda pelo tempo, que variou
de 115 dias (o que representa o tempo de gestacao das leitoas no estudo de LIU et al, 2016) até
14 semanas de exposicao a dieta, enquanto que, neste trabalho as ratas foram expostas as dietas
hiperlipidicas somente por 42 dias (sendo 21 dias de gestacdo e outros 21 dias de lactacdo).

Durante a gestacao, as ratas gravidas de E2 reduziram o seu consumo alimentar a medida
que a oferta caldrica aumentou. Sendo assim, conforme o esperado e identificado em outros
estudos realizados pelo grupo de pesquisa do laboratério (DADOS NAO PUBLICADOS),
apesar do consumo médio de racdo em gramas entre o grupo E1-H28% e Controle serem
semelhantes, o consumo caldrico do El foi significativamente maior, dado o aumento do
consumo lipidico, responsavel pelo maior fornecimento energético por grama de ragdo. Apesar
disso, o grupo E2-40% consumiu menos ragao que os demais grupos. Esse consumo em gramas
foi tdo abaixo do esperado, que refletiu no consumo caldrico e lipidico destes animais.

A digestdo e absorg¢ao lipidica sdo mais complexas e mais lentas, devido, principalmente
a secrecao de hormonio colecistoquinina (CCK), feita por células do intestino delgado, que na
presenca de particulas derivadas desse nutriente, promove a contracdo do piloro até que seu
processamento no duodeno seja completo, retardando o esvaziamento gastrico (BERNE e
LEVY, 2018; GUYTON e HALL, 2017) e, consequentemente conferindo um alto poder de
saciedade aos lipideos. Sendo assim, o teor excessivo de lipideos presente na ragao hiperlipidica

40%, e o fato, muito bem estabelecido, de que ratos Wistar se alimentam apenas para atender
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as suas demandas energéticas, pode justificar o consumo reduzido de ra¢do no grupo E2 em
relacdo ao E1.

Um aumento do tamanho dos depdsitos de gordura e dos adipocitos foi revelado por
meio da andlise histologica das sec¢des do tecido adiposo visceral de machos Wistar
alimentados com dieta com 40% de lipideos, por 12 semanas (HONORE et al, 2018). Os
adipdcitos possuem um mecanismo regulador em que, através da producao de leptina, ocorre a
inibicao da ingestdo alimentar (GUYTON e HALL, 2017). Esse também pode ser um fator
explicativo para o menor consumo de racao dos animais do grupo E2, embora a adiposidade
corporal nas ratas gravidas ndo tenha sido avaliada e as mesmas tenham permanecido pouco
tempo com as dietas experimentais.

DE PAULA-SIMINO et al (2017) através do calculo do indice de Lee e da avaliagdo do
tecido adiposo epidérmico e retroperitoneal, de filhotes machos de camundongos Swiss,
alimentados com dieta com 24% de lipideos, observaram uma composi¢do corporal alterada,
com aumento importante de adiposidade ao 82° dia de idade. Esses achados sdo semelhantes
aos encontrados nos filhotes fémeas de 120 dias de idade dos grupos El e E2 que, apesar de
serem menos pesados que o grupo C e ndo apresentarem indice de Lee alterado, a adiposidade
corporal desses animais foi significativamente maior.

A adipogénese ocorre primordialmente durante o desenvolvimento pré-natal e pos-natal
(WABITSCH, 2000). Além disso, devido ao acumulo excessivo de tecido adiposo,
particularmente visceral, a obesidade est4 associada a um estado de inflamagao cronica de baixo
grau, caracterizado por niveis elevados de marcadores inflamatdrios, incluindo proteina C-
reativa (PCR), interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), que atingem
diferentes tecidos, incluindo cérebro e provocando alteracdes metabolicas, favorecendo o
desenvolvimento, principalmente, de doencas cardiovasculares, (COOKE et al, 2016; DE
KLOET et al, 2013; ESLER et al (2006); SPERETTA et al, 2012; WENSVEEN et, 2015;
ERIKCI e HOTAMISLIGIL, 2016; LYONS; KENNEDY; ROCHE, 2016).

Nesse sentido, os niveis pressoricos dos filhotes fémeas de 120 dias foram avaliados,
porém sem apresentarem alteracdes significativas. Curiosamente, varios estudos utilizando
delineamento experimental semelhante, com oferta materna de dieta com teor de 20 a 26% de
gordura, para ratas Sprague-Dawley, demonstraram que a descendéncia adulta exibiu disfungao
endotelial vascular e aumento da pressdo sanguinea arterial (KHAN et al, 2004; TAYLOR et
al, 2003; KHAN et al, 2003). Além disso, em outros trabalhos realizados no laboratério
(DADOS NAO PUBLICADOS), também se observou um aumento de pressio arterial sistolica
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nos filhotes fémeas de 90 dias, de maes que receberam dieta hiperlipidica 28% durante a
gestacdo e lactacdo. No entanto, essa divergéncia de resultados pode ser explicada pelo uso de
técnicas metodologicas distintas (diretas ou indiretas) e que, em sua maioria, pode superestimar
a pressao sanguinea, ou ainda pelo uso de linhagens de ratos e camundongos diferenciadas.

Em adicdo, existem relatos que descrevem as alteragdes no controle de pressdo arterial,
como mudangas dependentes do tempo de exposicao a dieta (SAMUELSSON et al, 2008;
ELAHI et al, 2009; TAN et al, 2015). Além do mais, SPERETTA et al (2016) observaram um
aumento muito discreto (de 11 a 13 mmHg) na pressdo arterial média de machos Holtzman,
mesmo com o consumo de dieta hiperlipidica (teor lipidico 19%) durante 7 semanas. Com isso,
¢ possivel que 42 dias ndo tenham sido suficientes para provocar grandes alteragdes pressoricas
nos filhotes no periodo de tempo estudado.

A creatinina ¢ considerada um biomarcador tardio de lesdo renal, uma vez que,
frequentemente, sofre alteragdes somente diante de uma lesao substancial do parénquima renal
(WU e PARIKH, 2008). Além disso, YUSUF e colaboradores (2000) relacionam a TFG
reduzida, mesmo que sem sinais evidentes de DRC, ao aumento de desfechos cardiovasculares
adversos. Sendo assim, devido a TFG, que foi reduzida significativamente no grupo El, que
também apresentou tendéncia ao aumento de creatinina plasmatica e de maior excre¢ao urinaria
de proteinas, ¢ possivel inferir que provavelmente a pressdo arterial seja afetada mais
tardiamente nesse grupo.

Por ser um 6rgéo altamente vascular e metabolicamente ativo, o rim estd particularmente
suscetivel ao impacto de insultos, durante o periodo de desenvolvimento intrauterino
(RICHTER et al, 2016). Além disso, CHONG e YOSYPIV (2012) descrevem a obesidade
materna como um fator de risco para complicacdes no desenvolvimento renal, bem como de
DRC na prole adulta. Como mencionado anteriormente, demonstrou-se que, diferentemente do
grupo E2, a dieta hiperlipidica materna com teor de 28% foi capaz de promover reducdo da
TFG dos filhotes ao 120° dia de vida.

Segundo GLASTRAS et al (2017), os rins de descendentes de roedores obesos
demonstraram alteracdes deletérias, incluindo aumento de marcadores de estresse oxidativo,
inflamagio e deposigdo de lipideos. Em adigdo, DECLEVES et al (2013) associa o acimulo
glomerular e tubular renal de lipideos, incluindo colesterol e fosfolipidios, ao desenvolvimento
de DRC. E possivel que diante do excesso de lipideos, os mesmos néo fiquem armazenados
somente no tecido adiposo, sendo, entdo, liberados na corrente sanguinea e depositados em

orgaos-alvo (figado, musculo, pancreas, rins, entre outros), onde as citocinas inflamatorias
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secretadas pelos adipocitos provocam lesdo celular, levando a anormalidades metabodlicas que
podem resultar em resisténcia insulinica, doengas cardiovasculares e DRC (XU et al, 2003).

CHOWDHURY e colaboradores (2016) em um modelo de obesidade paterna
descreveram sinais precoces de lesdo renal, com perda de bordas em escova e descamacao das
células tubulares no interior do limen renal, bem como aumento do acimulo de triglicerideos
no tecido renal, sem observarem hipertrigliceridemia evidente na prole masculina adulta.
Curiosamente, no presente estudo, os animais do grupo El, apesar de apresentarem TFG
reduzida, ndo apresentaram aumento de lipideos plasmaticos. J& os animais do grupo E2,
embora ndo tenham apresentado alteragdes na funcdo renal, tiveram aumento significativo de
colesterol sérico, sugerindo que a TFG nesse grupo, possa ser prejudicada futuramente.

Os dados referentes ao peso corporal da prole exposta ao consumo materno de dieta
hiperlipidica sdo conflitantes. CERF; LOUW; HERRERA (2015) identificaram que o peso dos
fetos de 20 dias, de ratas Wistar que foram alimentadas durante a gestacdo com dieta
hiperlipidica (com teor de 40%) foi semelhante ao peso dos fetos controles. Outro estudo, cujos
filhotes foram expostos a dieta materna com 40% de gordura, também encontrou recém-
nascidos com peso inalterado, apesar de aumento de percentual de gordura (CASTANEDA-
GUTIERREZ, 2011). Ja DE PAULA-SIMINO et al (2017) e ZHENG et al (2014) observaram
que, embora os descendentes de maes alimentadas com dieta hiperlipidica apresentassem maior
peso no momento do desmame (21 dias de idade) ou mais tardiamente (28 dias), em ambos os
estudos os filhotes do grupo experimental nasceram com baixo peso.

No entanto, no presente estudo, os filhotes machos do grupo E2, com 30 dias de idade
apresentaram menor peso corporal em relacdo aos demais grupos. O mesmo fenomeno foi
observado em outro trabalho realizado no laboratorio (DADOS NAO PUBLICADOS) e que,
apesar de, ndo ter identificado baixo peso ao nascer, ao avaliar os filhotes de 1 dia de idade,
fornece subsidio para inferir-se que, no presente estudo os filhotes tenham apresentado algum
prejuizo no crescimento intrauterino que ndo tenha sido recuperado mais tardiamente. Sendo
assim, do mesmo modo que foi sugerido para as maes do grupo E2 que consumiram menos
ragdo, acredita-se que o excesso de tecido adiposo visceral (ndo avaliado nos animais de 30
dias), conferindo uma alta producao de leptina pode ter levado a um menor consumo de leite
materno, resultou dessa forma, em um menor peso corporal ao desmame. Além disso, 0 menor
peso bruto do intestino delgado aliado a menor espessura da camada mucosa do ileo, segmento

intestinal onde a maioria dos lipideos da dieta sdo processados e absorvidos (NAVARRETE;
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VASQUEZ; DEL-SOL, 2015) visualizada no grupo E2, pode ter sido responsavel por uma
menor absor¢ao nutricional, justificando o déficit ponderal nesses animais.

Com base nos resultados encontrados foi possivel observar que a exposi¢ao intrauterina
a dieta materna rica em gorduras foi capaz de promover grandes alteragdes gastrintestinais e
metabolicas na prole aos 30 e 120 dias de idade, respectivamente, e, que se apresentaram de
maneira diferente, mediante o aumento do teor lipidico, e foram observadas na prole, de acordo
com o seu envelhecimento. Assim, ¢ possivel sugerir que ao avaliar esses animais mais
tardiamente, muito provavelmente outras alteragdes seriam encontradas e/ou as existentes
seriam evidenciadas.

Além disso, ¢ impossivel afirmar, ao certo, que seja o excesso de lipideos, o responsavel
pelas alteragdes encontradas. Possivelmente, a despropor¢ao dos macronutrientes, conferindo
um desequilibrio nutricional importante, seja a explicagdo para todos os efeitos observados
nesse modelo de programagao fetal. Sendo assim, pesquisas futuras neste campo devem buscar
uma visao mais integrada dos efeitos complexos de como as composi¢des de macronutrientes

alterados na dieta materna afetam as origens do desenvolvimento de doencas na prole.
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7. CONCLUSAO

Os resultados apresentados neste trabalho permitem concluir que o desequilibrio
nutricional provocado pelo consumo materno de dietas hiperlipidicas (com teores de 28% e
40% de gorduras), durante a gestagdo e lactagcdo, pode resultar em importantes repercussdes
metabolicas e gastrintestinais na prole de ratas Wistar, demonstrando que o padrao nutricional

materno, quando alterado, € capaz de programar doengas futuras na prole de diferentes idades.
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ANEXO

Universidade Federal de Uberlandia

- Comissio de Etica na Utiliza cio de Animais — Untzagas o friraie

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto infitulado “Exposi¢do intrauterina a dieta hiperlipidica. com
diferentes teores de lipideos. e suas repercussdes renais. gastrintestinais, cardiovasculares e
metabodlicas: um modelo de programacdo fetal em ratos Wistar™. protocolo n® 054/18, sob a
responsabilidade de Ana Paula Coelho Balbi — que envolve a producdo, manutencdo e/ou
utilizagdo de amimais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata, para fins de pesquisa
cientifica — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008,
do Decreto n° 6.899. de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional
de Controle da Experimentagio Animal (CONCEA), e foi APROVADA pela COMISSAO DE
ETICA NA UTILIZAGAO DE ANIMAIS (CEUA) da UNIVERSIDADE FEDERAL DE
UBERLANDIA. em reuniio 24 de Agosto de 2018,

(We certify that the project ennitled “Exposigdo mtrautenna a dieta hiperlipidica, com diferentes teores de
lipideos, e suas repercussdes remals, gasmntestinais, cardiovasculares e metabolicas: um modelo de
programagio fetal em ratos Wistar”, protocol 054/18, under the responsibility of - Ana Paula Coelho
Balb: mvolving the production, maintenance and/or use of amimals belonging to the phylum Chordata,
subphylum Vertebrata, for pwrposes of scientific research - 15 1n accordance with the provisions of Law n°
11.794, of October 8th, 2008, of Decree n* 6.899 of July 15th, 2009, and the rules 1ssued by the National
Council for Control of Amimal Expermmentation (CONCEA) and 1t was approved for ETHICS
COMMISSION ON ANIMAL USE (CEUA) from FEDERAL UNIVERSITY OF UBERLANDIA, m
meeting of August 24th, 2018).

Vigéncia do Projeto Inicio: 01/09/2018 Término: 20/08/2020

Ezpécie’Linhagem/Grupes Taxonomicos Rato heterogénico - Wistar

Numero de animais 150

Peso/Idade 180z a 3502/ Adultos e Filhotes

Sexo Machos e Fémea

OngemTocal Centro de Bioterismo e Expenimentagio Amimal
(CBEA) - UFU

Local onde serio mantidos o5 amimais: Departamento de Fisiologia (DEFIS) do Instituto
de Ciéncias Biomedicas (ICBIM)- UFU

Uberlandia, 29 de agosto de 2018

Prof. Dr. Lucio Vilela Carneiro Girao
Coordenador da CEUA/UFU

95



