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RESUMO

Mudangas na ingestdo caldrica durante a gravidez e a lactagdo podem resultar em maior
risco de desenvolvimento de doengas na vida adulta da prole. Neste contexto, o objetivo deste
trabalho foi avaliar os impactos renais e metabolicos para a prole de ratas Wistar tratadas com
dieta hiperlipidica contendo diferentes teores de lipideos (28 e 40%), durante a gravidez e a
lactacdo. As fémeas gravidas foram separadas e seus filhotes divididos nos grupos: Controle -
filhotes de 1, 7, 30 e 90 dias de idade de maes que receberam dieta comercial normolipidica
(3,5% de lipideos); Experimental 1 (E1) - filhotes de 1, 7, 30 e 90 dias de idade de maes que
receberam dieta hiperlipidica (28% de lipideos); e Experimental 2 (E2) - filhotes de 1, 7, 30 e
90 dias de idade de maes que receberam dieta hiperlipidica (40% de lipideos). As dietas foram
mantidas durante a gesta¢do e lactacdo. Foram verificados dados maternos ¢ da prole de
diferentes idades. Quanto aos dados maternos, houve diminui¢do na quantidade de racao
ingerida por E2 quando comparado aos demais grupos. O consumo calérico diario foi maior em
E1l, enquanto os consumos proteico e glicidico menores em E2, apesar do ganho de peso ter
sido maior em E2, em relag@o aos outros grupos. Os filhotes adultos de E1 apresentaram maior
glicemia, enquanto a prole de E2 apresentou alteracdes no TOTG. Quanto a analise
morfométrica, em ambos os grupos experimentais, houve aumento do tufo glomerular e da area
do corplsculo renal, mas aumento da area do espago capsular somente em El. Houve
diminui¢do na TFG dos animais de E1, em contraste ao aumento na TFG dos animais de E2,
juntamente com um aumento de EUP. Um aumento da PAS foi observado somente em EI.
Pode-se concluir que o teor de lipideos (28 ou 40%) provocou alteragcdes importantes na prole
de ratas Wistar, mas repercutiu de forma diferente no tipo e/ou magnitude da alteracdo

registrada.

Palavras-chave: Desenvolvimento Renal; Dieta Hiperlipidica; Fun¢do Renal e Pressdo Arterial.
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1. INTRODUCAO

A nefrogénese em humanos se inicia entre a 7* e 8" semana de gestagao e se completa
por volta da 35 semana, mas a maturagao estrutural e funcional renal continua mesmo apés o
nascimento. A produgdo de urina e a filtragdo glomerular fetal tem inicio entre a 9* ¢ a 10?
semana de gravidez e a reabsorcao tubular comeca por volta da 12* semana. A homeostase de
fluidos no feto ¢ mantida pela placenta e a principal funcao dos rins neste periodo ¢ garantir a
formacgao do liquido amnidtico e a regulagao da pressao arterial fetal (BOTWINSKI & FALCO,
2014). Em roedores, considerando a gestacao com duragdo de 21 dias, a nefrogénese se inicia
por volta do 12° dia de gestacdo (AMRI et al., 1999) e se completa entre 10 e 15 dias apds o
nascimento (NIGAM et al., 1996; REEVES et al., 1978). Durante este processo, os rins vao
sofrendo diversas mudangas estruturais a fim de garantir a homeostase do feto. Deste modo, a
vida intrauterina encontra-se como um momento crucial para o desenvolvimento renal
(BITSORI, 2012).

A exposicao de fetos a diversos agentes ou doencas maternas durante a organogénese
pode resultar em “fetal programming”. Este termo, criado por Hales e Barker em 2001, elucida
que a necessidade de adaptacdo do feto a um ambiente intrauterino hostil pode acarretar em
mudangas fisiologicas permanentes para o individuo na vida adulta, que ocorrem devido a
plasticidade celular existente nesta fase do desenvolvimento fetal (LANGLE-EVANS, 2014;
NEHIRI et al., 2008).

A alta ingestdo de calorias durante a gravidez pode ser considerada como um dos
principais fatores que predispdem ao aparecimento de obesidade infantil (PARRINO, 2016).
Estudos com modelos animais constataram que mudangas na ingestdo calérica durante a
gravidez e a lactagdo podem resultar em um maior risco de desenvolvimento de sindrome
metabolica na vida adulta da prole. Neste contexto, outras alteragdes ja foram evidenciadas,
como: alteragdo da homeostase de glicose, aumento significativo de pressao arterial, distirbios
no perfil lipidico e problemas cardiovasculares (ARMITAGE et al., 2005).

A obesidade ¢ caracterizada por um acimulo excessivo de tecido adiposo e resulta em
uma série de eventos que podem prejudicar a saide do individuo. Esta condi¢do ¢ apontada
como um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento de sindrome metabdlica, além
de estar associada a alteragdes no sistema cardiovascular, renal e endocrino (AL-GOBLAN et
al., 2014; HALL et al., 2015). A obesidade associada a outras doencas, principalmente
hipertensdo e diabetes (HOSSAIM et al., 2007), por estar associada ao aumento de estado de

inflamacao sistémica de baixo grau, pode contribuir para lesao renal e doenca cardiovascular
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(KANEKO, et al. 2012). A Organizagdo Mundial da Satide (OMS) relata que no ano de 2014,
11% da populacdo masculina e 15% da populacdo feminina acima de 18 anos eram obesas e
que no ano de 2013, 42 milhdes de criancas com idade abaixo de 5 anos estavam em condigdo
de sobrepeso (OMS, 2014).

Diversos modelos animais experimentais tém sido desenvolvidos com o objetivo de se
estudar obesidade e sindrome metabolica. Estudos indicam que o tratamento prolongado de
roedores com dieta hiperlipidica/hipercaldrica pode levar a um aumento de 10-20% no peso
corporal destes animais em comparagao a grupos controle (BUETTNER; SCHOLMERICH &
BOLLHEIMER, 2007). Alteracdes na ingestdo calorica durante a gravidez e a lactacdo
demonstraram resultados condizentes com estudos em humanos, pois consequéncias como o
aumento de massa corporal, hiperinsulinemia e resisténcia a insulina foram observadas em
modelos animais (SRINIVASAN et al., 2006a; HOLMES et al., 2015).

Estudos indicam que o rapido aumento de peso em animais experimentais pode resultar
em hiperfiltragdo glomerular, que, em longo prazo, pode ser substituido por uma diminui¢ao da
fungdo renal, devido a possivel perda no numero de nefros no decorrer do processo (HALL et

al., 2014).
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2. JUSTIFICATIVA

Segundo dados reportados pela OMS em 2014, a obesidade ¢ uma grande causa de
morbidade e mortalidade no mundo atual e sua prevaléncia tem dobrado desde a década de 80.
Quando associada a gravidez e a lactagdo, esta condi¢ao pode trazer severas consequéncias ao
feto, além de aumentar o risco de desenvolvimento de sindrome metabodlica na vida adulta
(HALL etal., 2015). Logo, estas perspectivas reforgcam a necessidade de estudos que envolvam

esta tematica.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as repercussoes renais € metabolicas da ingestao de dieta hipercaldrica, contendo

diferentes teores de lipideos (28 e 40%), durante a gravidez e a lacta¢do para a prole de ratas

Wistar.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar as repercussdes da ingestdo de dieta hipercalorica, com diferentes teores de

lipideos, durante a gestagao e lactagdo para a prole de ratas Wistar, no que diz respeito a:

Peso corporal e relagao peso do rim/peso corporal das filhotes fémeas de 1, 7, 30 ¢ 90
dias de idade;

Parametros morfométricos como areas do corpusculo renal, do tufo glomerular e espago
capsular do tecido renal das filhotes fémeas aos 90 dias de idade;

Niveis plasmaticos de colesterol total e triglicerideos das filhotes fémeas de 90 dias de
idade;

Taxa de filtracdo glomerular (TFG) das filhotes fémeas de 90 dias de idade;

Excregdo urindria de albumina (EUA) apresentada pelas filhotes fémeas de 90 dias de
idade;

Pressao Arterial Sistolica (PAS) apresentada pelas filhotes fémeas de 90 dias de idade.
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4. METODOLOGIA

4.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos, acima de 350g, e fémeas, acima de 180g,
provenientes do Centro de Bioterismo e Experimentagcdo Animal (CBEA) da Universidade
Federal de Uberlandia (UFU). Os animais foram mantidos separados por sexo, em caixas com
maravalha distribuidas em estantes climatizadas com temperatura controlada e ciclo claro-
escuro de 12 horas, e com agua e ragdo ad libitum, no depositario de animais da Area de
Ciéncias Fisioldgicas (ARFIS) do Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICBIM) da UFU. O
procedimento experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica na Utilizagdo de Animais sob
o protocolo n° 057/14 de 09 de janeiro de 2015 (ANEXO).

Os animais machos foram mantidos individualmente em suas caixas para reconhecimento
de territorio e diariamente, ao final da tarde, as fémeas eram colocadas nas caixas dos machos
na proporg¢ao de 2 a 3 fémeas para cada macho. No inicio da manha do proximo dia foi realizado
o esfregaco vaginal de cada rata para verificacdo de uma possivel gravidez pela presenca de
espermatozdides no esfregaco. Uma vez gravidas, as fémeas foram colocadas em caixas
individuais e apds o nascimento os filhotes foram divididos nos seguintes grupos:

Grupo 1 (Grupo Controle — Dieta Normolipidica): filhotes de 1 (n=10), 7 (n=8), 30
(n=11) e 90 (n=11) dias de idade de maes que receberam dieta comercial normolipidica (3,5%
de lipideos) durante a gestacao e lactagdo;

Grupo 2 (Grupo Experimental 1 - Dieta Hiperlipidica): filhotes de 1 (n=6), 7 (n=7),
30 (n=7) e 90 (n=8) dias de idade de maes que receberam dieta hiperlipidica (28% de lipideos)
durante a gestacao e lactacdo (Silva, 2016).

Grupo 3 (Grupo Experimental 2 - Dieta Hiperlipidica): filhotes de 1 (n=6), 7 (n=12),
30 (n=9) e 90 (n=14) dias de idade de maes que receberam dieta hiperlipidica (40% de lipideos)
durante a gestagao e lactagao.

Durante o tratamento com as respectivas dietas foram acompanhados parametros
maternos como: consumo diario de ragdo, consumo calorico diario, variagdo de peso corporal
e glicemia, verificada com auxilio de um glicosimetro ao 20° dia de gestacdo, através de uma
gota de sangue coletada da cauda das ratas gravidas.

O consumo diario de ragdo pelas maes dos grupos que receberam dietas normolipidica e
hiperlipidica foi acompanhado durante cinco dias, na segunda semana de gestacao. Para isso, a

racdo foi pesada todos os dias no mesmo horario, durante os cinco dias de avaliacdo, sendo a



14

diferenga da primeira e da segunda pesagem, a quantidade didria de ragdo ingerida pelos
animais. Enquanto a avaliagdo da variagcdo de peso corporal das ratas gravidas foi realizada a
partir da diferenca entre o peso inicial, aferido no 1° dia da gestagao e o peso final, aferido no
20° dia de gestag¢ao. No periodo de desmame (21 dias ap6s o nascimento), os filhotes de todos
os grupos foram separados das maes e receberam a dieta comercial normolipidica.

As filhotes fémeas de 1, 7, 30 e 90 dias de idade foram anestesiadas e tiveram seus rins
coletados para a analise morfométrica e determinagdo da relagdo peso do rim/peso do corpo.
No entanto, os animais de 90 dias, sé tiveram seus rins retirados apds a realizacao do Teste Oral
de Tolerancia a Glicose (TOTGQ), a verificagdo da pressdo arterial e as coletas de sangue e urina
para as determinagdes de funcdo renal, excre¢do de proteinas urinarias, dosagens de colesterol
total e triglicerideos.

Os rins coletados foram conservados em Metacarn por 24h, e posteriormente mantidos
em alcool 70%, para fixagdo do tecido. Em seguida, deu-se prosseguimento para as etapas de
processamento, que consiste em colocar os tecidos, em pequenas caixas, chamadas de cassetes,
sendo assim identificados, desidratados em uma sequéncia de alcoois em ordem crescente (70%
a 100%), diafanizados com imersdo em Xilol (solvente organico, Synth) e banhados em
parafina. Posteriormente, ocorreu a etapa de inclusdo dos tecidos em blocos de parafina para
entdo serem seccionados com Spum de espessura, utilizando-se micrétomo, estendidos em
laminas de vidro, previamente gelatinizadas e mantidas em estufa, por 24h, na temperatura de

60°C, para remogao do excesso de parafina.

4.2 Composicio das dietas

A racdo normolipidica consistiu em ragdo comercial (Nuvilab) para ratos contendo por
peso: 19% de proteinas, 56% de carboidratos, 3,5% de lipideos, totalizando 17,03kJ/g.

A ragao hiperlipidica 28% consistiu na adi¢do de alimentos hipercaléricos a 48g de racdo
comercial (Nuvilab) na seguinte propor¢ao: 12g de amendoim torrado, 4g de chocolate ao leite,
2g de biscoito maisena e 17g de banha de porco. Estes ingredientes foram moidos, misturados
e oferecidos na forma de peletes, de modo que a composi¢do centesimal dessa racdao foi de
15,5% de proteinas, 42% de carboidratos, 28% de lipideos, totalizando 24,18kJ/g (adaptado de
DUARTE et al, 2006).

A ragao hiperlipidica 40% continha os mesmos ingredientes que foram adicionados a
racao 28%, mas em proporcdes diferenciadas. Foram adicionados a 64,65g de ragdo comercial

(Nuvilab) 18g de amendoim torrado, 5g de chocolate ao leite, 3g de biscoito maisena e 26g de
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banha de porco. Estes ingredientes foram moidos, misturados e oferecidos na forma de peletes,
de modo que a composicao centesimal dessa racdo foi de 14% de proteinas, 35% de carboidratos

e 40% de lipideos, totalizando 34,35k]/g.

4.3 Teste Oral de Tolerancia a Glicose (TOTG)

Um TOTG foi realizado nos animais de 90 dias nos grupos Controle e Experimental 2.
Apos um periodo de jejum de 6 horas, uma amostra de sangue foi retirada da cauda dos animais
(tempo 0), que em seguida, receberam uma solugdo de glicose 20% via gavagem. A glicemia
foi registrada com o auxilio de um glicosimetro nos tempos 0 (antes da administragdo da solu¢ao
de glicose), 30, 60 e 120 minutos apds a gavagem (adaptado de CORREIA-SANTOS et al.,
2012).

4.4 Analise Morfométrica

As seccgdes de tecido renal foram coradas com Azul de Toluidina para avaliagdes da
morfometria do tecido renal. As imagens das laminas coradas em Azul de Toluidina foram
obtidas por meio de microscopia Optica digitalizada, em aumento de 10x, obtida por meio do
software HL Image++ 97. Foram selecionados 20 corpusculos renais, para analises da area do

corpusculo renal, area do tufo glomerular e area do espago capsular.

4.5 Estudos de funcio renal (Taxa de filtracdo Glomerular - TFG) e Excre¢ao Urinaria de

Proteina (EUP)

Os estudos de funcdo renal foram feitos nos animais de 90 dias pelo clearance de
creatinina. Os filhotes de 90 dias de idade 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 determinacao do clearance de
creatinina e consequentemente da TFG, a dosagem de creatinina urinaria e plasmatica foi feita
utilizando-se método colorimétrico.

A EUP foi determinada por colorimetria nos animais de 90 dias com o auxilio do
vermelho de pirogalol (Labtest). Esta substancia reage com o molibdato de sddio formando um

complexo que, quando combinado com a proteina em meio &cido desenvolve um cromoéforo de
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cor azul. A absorbancia obtida pela leitura das amostras em espectrofotdometro ¢ diretamente

proporcional a concentra¢do de proteina na amostra.

4.6 Determinacao de colesterol total e triglicerideos

O colesterol total foi determinado por método enzimatico-Trinder e avaliado nos animais
de 90 dias. Os ésteres de colesterol sdo hidrolisados pela enzima colesterol esterase a colesterol
livre e acidos graxos. O colesterol livre ¢ oxidado pela enzima colesterol oxidase a colest-4-
em-ona e perdxido de hidrogénio. Na presenc¢a de peroxidase e perdxido de hidrogénio, o fenol
e a 4-aminoantipirina sao oxidados formando a antipirlquinonimina que tem absortividade
maxima em 500nm. A intensidade da cor vermelha formada na reacdo final é diretamente
proporcional a concentracdo do colesterol na amostra.

Os triglicerideos também foram determinados por método enzimatico-Trinder nos
animais de 90 dias. A lipoproteina lipase promove hidrolise dos triglicerideos liberando
glicerol, que ¢ convertido pela acdo da glicerolquinase, em glicerol-3-fosfato. Este ¢ oxidado a
dihidroxiacetona e peroxido de hidrogénio na presenca de glicerolfosfato oxidase. Em seguida,
ocorre uma reagdo 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 concentracao de triglicerideos na amostra.

4.7 Determinacio da pressao arterial sistolica (PAS)

A PAS foi avaliada nos animais de 90 dias de idade de maneira indireta por
pletismografia. Os animais foram previamente aquecidos em uma camara durante alguns
minutos e, em seguida, submetidos a mensuracdo da PA utilizando-se um manguito € um
eletrodo, colocado diretamente na cauda desses animais. Os sinais captados foram amplificados
pelo software PowerLab (ADInstruments) e foram convertidos pelo LabChart 7 Pro
(ADInstrutments) em valores de PA em mmHg. As medidas de PA foram realizadas durante 5
dias consecutivos, e, posteriormente foi feita a média aritmética entre as medidas obtidas em

cada dia.



17

4.8 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada no software GraphPad Prism Version 5.00 (Trial).
Primeiramente foi verificado se os dados apresentavam ou nao distribui¢ao normal utilizando-
se o teste de Kolmogorov-Smirnov. Para os dados que apresentaram distribuicdo normal, foi
utilizado como teste paramétrico o ANOVA com pos-teste de Newmann-Keuls, para que os
que ndo apresentaram este padrao de distribui¢do, foi utilizado um teste ndo-paramétrico de

Kruskall-Wallis com pos-teste de Dunn. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Dados maternos

5.1.1 Consumo diario de racido, consumo caldrico diario e consumo de carboidratos,

proteinas e lipideos

De acordo com os resultados obtidos para o consumo diario de racdo, ndo houve
diferenga significativa entre os grupos Controle e Experimental 1. Entretanto, pode-se observar
uma diminui¢@o na quantidade de ragdo ingerida pelo grupo Experimental 2 quando comparado
aos demais grupos estudados (Fig. 1). O consumo caldrico diario materno foi medido a partir
da quantidade de Kcal ingerida pelos animais por dia. Observou-se que o grupo Experimental
1 consumiu maior quantidade de calorias quando comparado aos outros grupos (Fig. 2). Ao se
analisar separadamente o consumo de carboidratos, lipideos e proteinas de cada um dos grupos,
observou-se que a ingestao de carboidratos e proteinas foi menor no grupo Experimental 2 em
relacdo aos demais grupos (Fig. 3A e 3C). J& a ingestdo de lipideos foi maior nos grupos
experimentais quando comparados ao controle, além do grupo Experimental 1 ter ingerido mais

lipideos que o Experimental 2 (Fig. 3B).

Figura 1. Grafico do consumo didrio materno de ragdo.
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Fonte: (SILVA, 2016; A autora, 2017).

Consumo diario materno de ragdo em gramas (g) dos grupos Controle (n=7), Experimental 1 (n=6) e Experimental
2 (n=9) (Teste de Newmann-Keuls). Os dados foram apresentados com MédiazEPM. O nivel de significancia
adotado foi de p<0,05. **C: p<0,01 Experimental 2 versus Controle; ***E1: p<0,001 Experimental 2 versus
Experimental 1.
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Figura 2. Grafico do consumo calérico diario materno.
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Fonte: (SILVA, 2016; A autora, 2017).

Consumo calérico diario materno medido em Kcal por dia dos grupos Controle (n=7), Experimental 1 (n=6) ¢
Experimental 2 (n=9) (Teste de Newmann-Keuls). Os dados foram apresentados com MédiatEPM. O nivel de
significancia adotado foi de p<0,05. **C: p<0,01 Experimental 1 versus Controle; *E2: p<0,05 Experimental 1
versus Experimental 2.

Figura 3. Graficos do consumo didrio materno de carboidratos, lipideos e proteinas.
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Fonte: (SILVA, 2016; A autora, 2017).

Consumo diario materno medido em gramas (g) por dia de carboidratos (A), lipideos (B) e proteinas (C) dos grupos
Controle (n=7), Experimental 1 (n=6) e Experimental 2 (n=9) (Teste de Newmann-Keuls). Os dados foram
apresentados com MédiatEPM. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05. Em A, ***C: p<0,001
Experimental 2 versus Controle; ***E1: p<0,001 Experimental 2 versus Experimental 1. Em B, ***C: p<0,001
Experimental 1 versus Controle; **E2: p<0,01 Experimental 1 versus Experimental 2; ***C: p<0,001
Experimental 2 versus Controle. Em C, ***C: p<0,001 Experimental 2 versus Controle; ***E1: p<0,001
Experimental 2 versus Experimental 1.
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5.1.2 Variacio de peso corporal e niumero de filhotes (machos e fémeas)

Foi constatado um maior ganho de peso materno do grupo Experimental 2 durante a
gestagdo quando comparado ao Experimental 1 (Fig. 4). E ndo foi observada diferenca

significativa entre o nimero de filhotes (machos e fémeas) nascidos entre os grupos avaliados

(Fig. 5).
Figura 4. Grafico da variacdo de peso corporal materno.
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Fonte: (SILVA, 2016; A autora, 2017).

Variag@o de peso corporal materno em gramas (g) dos grupos Controle (n=7), Experimental 1 (n=6) ¢ Experimental
2 (n=9) (Teste de Newmann-Keuls). Os dados foram apresentados com MédiatEPM. O nivel de significancia
adotado foi de p<0,05. *E1: p<0,05 Experimental 2 versus Experimental 1.

Figura 5. Grafico da ninhada (machos e fémeas).
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Fonte: (SILVA, 2016; A autora, 2017).
Ninhada de machos e fémeas dos grupos Controle (n=7), Experimental 1 (n=6) ¢ Experimental 2 (n=9) (Teste de
Newmann-Keuls). Os dados foram apresentados com Média+EPM. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.
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5.1.3 Glicemia materna

Nao houve diferenca significativa entre os grupos quanto aos niveis glicémicos

maternos apresentados ao 20° dia de gestagao (Fig. 6).

Figura 6. Grafico da glicemia materna.
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Fonte: (SILVA, 2016; A autora, 2017).

Glicemia materna no 20° dia de gestagdo em mg/dL dos grupos Controle (n=7), Experimental 1 (n=6) e
Experimental 2 (n=9) (Teste de Newmann-Keuls). O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.



22

5.2 Dados dos filhotes de todas as idades

5.2.1 Peso corporal da prole e relacao peso do rim/peso do corpo

O peso corporal da prole foi avaliado nas idades de 1, 7, 30 e 90 dias. De acordo com o
grafico, observou-se um aumento de peso no decorrer do processo de desenvolvimento, em
todos os grupos estudados. De forma, que os animais de 90 dias apresentaram maior peso
corporal do que os animais mais novos. No entanto, na comparagdo entre 0s grupos na mesma
idade, pode-se constatar que os filhotes de 30 dias dos grupos Experimentais 1 e 2 apresentaram
menor peso corporal em relagao ao grupo Controle (Fig. 7). Quanto a relacdo peso do rim/peso

corporal, ndo houve diferenca significativa entre os grupos estudados (Fig. 8).

Figura 7. Grafico do peso corporal da prole.
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Fonte: (SILVA, 2016; A autora, 2017).

Peso corporal da prole dos filhotes de 1, 7, 30 e 90 dias de idade em gramas (g) dos grupos Controle (1D=10, 7D=
8,30D=11 e 90D=11), Experimental 1 (1D=6, 7D= 7, 30D=7 e 90D=8) e Experimental 2 (1D=6, 7D= 12, 30D=9
e 90D=14) (Teste de Newmann-Keuls). Os dados foram apresentados com MédiaxEPM. O nivel de significancia
adotado foi de p<0,05. **C: p<0,01 Experimental 1 versus Controle; ***C: p<0,001 Experimental 2 versus
Controle.
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Figura 8. Grafico da Relacdo peso do rim/peso corporal da prole.
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Fonte: (SILVA, 2016; A autora, 2017).

Relagdo peso do rim/peso corporal da prole dos filhotes de 1, 7, 30 e 90 dias em gramas (g) dos grupos Controle
(1D=10, 7D= 8, 30D=11 e 90D=11), Experimental 1 (1D=6, 7D= 7, 30D=7 e 90D=8) e Experimental 2 (1D=6,
7D= 12, 30D=9 ¢ 90D=14) (Teste de Newmann-Keuls com pos-teste de Dunn). O nivel de significancia adotado
foi de p<0,05.

5.3 Dados dos filhotes de 90 dias

5.3.1 Glicemia da prole e Teste Oral de Tolerancia a Glicose (TOTG)

A glicemia da prole foi avaliada aos 90 dias de idade e constatou-se maiores niveis
glicémicos no grupo Experimental 1 quando comparado ao Controle. (Fig. 9). Foi realizado um
TOTG comparando os grupos Controle e Experimental 2. Pode-se observar que a glicemia foi
maior no grupo Experimental 2 nos tempos 0, 30 e 60 minutos, quando comparado ao controle,

mostrando que o fatores tempo e tratamento interferiram na resposta (Fig. 10).



Figura 9. Grafico da glicemia da prole de 90 dias.
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Fonte: (SILVA, 2016; A autora, 2017).
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Glicemia da prole dos filhotes de 90 dias de idade em mg/dL dos grupos Controle (n=11), Experimental 1 (n=8) ¢
Experimental 2 (n=14) (Teste de Newmann-Keuls). Os dados foram apresentados com Média+tEPM. O nivel de
significancia adotado foi de p<0,05. *C: p<0,05 Experimental 1 versus Controle.

Figura 10. Teste Oral de Tolerancia a Glicose (TOTG)

TOTG
200-
—_ *%k%
3 1504 c *c
2 %
@ 100 o .
g ‘/
(3]
& 501
c T T T
0 30 60 20
Tempo

Fonte: A autora, 2017.

-o- Controle
- Experimental 2

Teste Oral de Tolerancia a Glicose (TOTG) dos filhotes de 90 dias em mg/dL dos grupos Controle (n=6) e
Experimental 2 (n=7) (ANOVA 2 Way — pos-Teste de Bonferroni). Os dados foram apresentados com

M¢édia+EPM. O nivel de significAncia adotado foi de p<0,05. *C: p<0,05 Experimental 2 versus Controle no
tempo 0; ***C: p<0,001 Experimental 2 versus Controle no tempo 30; *C: p<0,05 Experimental 2 versus Controle.
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5.3.2 Colesterol total e triglicerideos
Os niveis plasmaticos de colesterol total e triglicerideos foram avaliados nos filhotes

com idade de 90 dias em todos os grupos estudados. Pode-se observar que nao houve diferenca

significativa entre os grupos (Fig. 11 e 12).

Figura 11. Gréfico do Colesterol total.
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Fonte: (SILVA, 2016; A autora, 2017).
Colesterol total dos filhotes de 90 dias de idade em mg/dL dos grupos Controle (n=11), Experimental 1 (n=8) e
Experimental 2 (n=14) (Teste de Newmann-Keuls). O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.

Figura 12. Grafico de Triglicerideos totais.
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Fonte: (SILVA, 2016; A autora, 2017).
Triglicerideos totais dos filhotes de 90 dias de idade em mg/dL dos grupos Controle (n=11), Experimental 1 (n=8)
e Experimental 2 (n=14) (Teste de Newmann-Keuls). O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.
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5.3.3 Taxa de filtracao glomerular (TFG)

A TFG dos animais com 90 dias de idade foi avaliada através do Clearance de
Creatinina. Observou-se diminui¢cdo da TFG no grupo Experimental 1 em relagdo ao grupo
Controle, mas um aumento significativo de TFG no grupo Experimental 2, quando comparado

aos grupos Controle e Experimental 1 (Fig. 13).

Figura 13. Grafico da Taxa de Filtragdo Glomerular (TFG).
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Fonte: (SILVA, 2016; A autora, 2017).

Taxa de Filtragdo Glomerular (TFG) dos filhotes de 90 dias de idade em mL/min/100g dos grupos Controle (n=11),
Experimental 1 (n=8) e Experimental 2 (n=14) (Teste de Newmann-Keuls). Os dados foram apresentados com
M¢édia+EPM. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05. *C: p<0,05 Experimental 1 versus Controle; *C:
p<0,05 Experimental 2 versus Controle; ***E1: p<0,001 Experimental 2 versus Experimental 1.
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5.3.4 Excrecao urinaria de proteina (EUP)

A EUP foi avaliada nos animais com idade de 90 dias e constatou-se maior perda de
proteina urinaria no grupo Experimental 2, em relagdao aos grupos Controle e Experimental 1

(Fig. 14).

Figura 14. Grafico da Excrecdo Urinaria de Proteina (EUP).
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Fonte: (SILVA, 2016; A autora, 2017).

Excreg@o Urinaria de Proteina (EUP) dos filhotes de 90 dias de idade em mg/24h dos grupos Controle (n=11),
Experimental 1 (n=8) e Experimental 2 (n=14) (Teste de Newmann-Keuls). Os dados foram apresentados com
Média=EPM. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05. **C: p<0,01 Experimental 2 versus Controle; **E1:
p<0,01 Experimental 2 versus Experimental 1.
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5.3.5 Pressao Arterial Sistolica (PAS)

A PAS foi avaliada através do método de pletismografia nos animais de 90 dias de idade
e houve um aumento significativo deste parametro nos animais do grupo Experimental 1 em

relacdo aos dos grupos Controle e Experimental 2 (Fig.15).

Figura 15. Gréfico da Pressao Arterial Sistolica (PAS).
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Fonte: (SILVA, 2016; A autora, 2017).

Pressdo Arterial Sistdlica (PAS) dos filhotes de 90 dias de idade em mmHg dos grupos Controle (n=11),
Experimental 1 (n=8) e Experimental 2 (n=14) (Teste de Newmann-Keuls). Os dados foram apresentados com
Média+tEPM. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05. ***C: p<0,001 Experimental 1 versus Controle;
***E2: p<0,001 Experimental 1 versus Experimental 2.
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5.3.6 Analise Morfométrica: Area do Corpusculo Renal, Area do Tufo Glomerular e Area

do Espaco Capsular.

Foi observado um aumento nas areas do corptsculo renal e do tufo glomerular em ambos
os grupos experimentais (1 e 2), quando comparados com o grupo Controle (Fig. 16A e B).
Entretanto, houve um aumento da area do espago capsular somente no grupo Experimental 1,

quando comparado ao grupo Controle (Fig. 16C).

Figura 16. Graficos da Analise Morfométrica: Area do Corpusculo Renal, Area do Tufo Glomerular e Area do
Espago Capsular.
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Fonte: (SILVA, 2016; A autora, 2017).

Analise morfométrica dos filhotes de 90 dias de idade em pm? da Area do Corpusculo Renal (A), Area do Tufo
Glomerular (B) e Area do Espago Capsular (C) dos grupos Controle (n=11), Experimental 1 (n=8) e Experimental
2 (n=14) (A e B: Teste de Newmann-Keuls; C: Teste de Kruskall-Wallis com po6s-teste de Dunn). Os dados foram
apresentados com Média+EPM. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05. Em A, **C: p<0,01 Experimental
1 versus Controle; **C: p<0,01 Experimental 2 versus Controle. Em B, *C: p<0,05 Experimental 1 versus
Controle; **C: p<0,01 Experimental 2 versus Controle. Em C, *C: p<0,05 Experimental 1 versus Controle.
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6. DISCUSSAO

Estudos recentes da literatura t€ém evidenciado que alteragdes no ambiente intrauterino
causadas por uma alimentagdo materna hipercalorica podem ter impactos negativos no
desenvolvimento fetal. Dentre estas repercussoes, estava o aumento do risco de obesidade para
a prole na vida adulta (HILLIER, 2007; AINGE, 2010). Neste trabalho, buscou-se comparar os
impactos causados na prole de ratas Wistar tratadas com dietas contendo teores diferentes de
lipideos (28 e 40%) durante a gravidez e a lactacdo. As respectivas dietas foram preparadas com
0 objetivo de mimetizar um ambiente intrauterino hostil para estes filhotes.

Quanto aos dados maternos, houve uma diminui¢do na quantidade de racdo ingerida em
gramas pelo grupo Experimental 2, em relagdo aos demais grupos. O consumo diario de racao
em calorias foi maior apenas no grupo Experimental 1, quando comparado aos demais grupos.
Analisando-se o consumo de macronutrientes separadamente, observou-se que o grupo
Experimental 2 obteve menor consumo de carboidratos e proteinas, e maior consumo de
lipideos, quando comparado ao grupo controle. Porém, a quantidade de lipideos ingerida pelo
grupo Experimental 1 foi maior em relacdo ao grupo Experimental 2. White e colaboradores,
em 2013, trataram camundongos da linhagem Swiss com uma dieta contendo um teor de
lipideos de 57,6% durante 10 semanas. Foi constatado que o consumo de racdo em gramas do
grupo que recebeu dieta hiperlipidica foi significativamente menor do que o grupo controle e
ndo foi observada diferenga entre os grupos quanto ao consumo em calorias. Em outro estudo,
realizado por Townsend e colaboradores em 2008, foi reportado que o consumo de dieta rica
em lipideos pode resultar em maior ganho de peso nos animais sem que haja aumento no
consumo energético. No entanto, nos estudos citados (White e colaboradores, 2013; Towsend
e colaboradores, 2008) nao foi analisado o consumo em separado de macronutrientes.

Carboidratos, lipideos e proteinas sdo grupos de macronutrientes essenciais para o
consumo energético didrio médio do organismo. A dinamica de absor¢ao destes componentes
¢ complexa e depende de diversos fatores. Qualquer modificacdo na propor¢ao de
macronutrientes pode causar alteracdes no ganho de peso corporal, mesmo se o conteudo
energético ingerido for constante (HALL & GUO, 2017; HALL et al., 2012). Um aumento da
quantidade de lipideos numa dieta resulta em uma maior ingestao energética. Entretanto, dietas
ricas em lipideos e pobres em carboidratos podem reduzir o apetite, promovendo aumento de
corpos cetonicos circulantes. Porém, este mecanismo ainda ¢ incerto (ROLLS et al., 2009;
WILLIAMS et al., 2013; GIBSON et al., 2015; PAOLI et al., 2015). Neste trabalho, o grupo

Experimental 2, pode ter reduzido o consumo em g de ragdo pelo fato desta dieta apresentar
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maior conteudo energético (40% de lipideos) e a redugdo no consumo acabou impactando em
menor ingestdo de carboidratos e proteinas. Embora a obesidade materna ndo tenha sido
observada neste trabalho, as maes do grupo Experimental 2 apresentaram maior ganho de peso
durante a gestagao em relagdo as do grupo Experimental 1. Porém, pode-se constatar que este
aumento de peso ndo esta relacionado com o numero de filhotes da ninhada, visto que ndo
observamos diferenga significativa neste parametro entre os grupos estudados. A literatura
demonstra que a obesidade pode estar relacionada ao aumento do consumo energético. E caso
o consumo de racao em quantidade nao esteja aumentado, pode ser que haja um aumento na
densidade energética da dieta rica em lipideos (HARIRI & THIBAULT, 2010). Os animais do
grupo Experimental 2 obtiveram um menor consumo energético associado a um menor
consumo em quantidade de ragao, mas mesmo assim foi observado um aumento de peso nestes
animais. O ganho de peso neste caso pode estar associado a mudancgas epigenéticas ocorridas
nestes animais durante o tratamento. Estudos demonstram que quando expostos a dietas ricas
em calorias, alguns animais tornam-se obesos com facilidade, porém, em outros casos, alguns
podem demonstrar-se resistentes ao ganho de peso (LEVIN et al., 2002; LEVIN et al., 2003;
HARIRI & THIBAULT, 2010). A literatura sugere que os mecanismos epigenéticos estao
diretamente relacionados ao estilo de vida do individuo, e que alteragdes epigenéticas podem
ocorrer em qualquer momento de suas vidas (DA SILVA et al., 2016). Além disso, alguns
animais possuem maior capacidade de armazenar energia, ou que seu metabolismo de oxidagao
de 4cidos graxos seja reduzido (CHANG et al., 1990; LEVIN et al., 2000; HASSANAIN et al.,
2002; JACKMAN et al., 2006; HARIRI & THIBAULT, 2010).

Com relagdo a glicemia, ndo houve diferenca significativa entre os grupos estudados,
embora as maes do grupo Experimental 2 tenham apresentado maior ganho de peso durante a
gestagdo. Roza e colaboradores (2016) avaliaram os impactos renais e metabolicos causados
pelo consumo de dieta hiperlipidica (60%) para ratas Wistar ndo-gravidas, durante 8 semanas.
O estudo ndo constatou aumento de peso corporal no grupo tratado com dieta hiperlipidica e o
consumo de ragdo foi significativamente menor neste grupo, quando comparado ao grupo
controle. Entretanto, as ratas tratadas com dieta rica em calorias mostraram-se hiperglicémicas
em relacdo ao grupo controle. Possivelmente, o maior tempo de tratamento utilizado nos
estudos de Roza e colaboradores, apesar de ndo se tratar de ratas gravidas, associado a um maior
teor de lipideos na dieta pode ter influenciado a alteragdo de glicemia, que ndo foi observada
neste trabalho.

De acordo com dados da literatura, a alta ingestdo caldrica materna estd comumente

associada a um aumento no peso corporal da prole ao nascimento e até nos primeiros dias de
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vida. Esses resultados foram encontrados em modelos animais tratados com dieta hiperlipidica
também no periodo pré-gestacional (SRINIVASAN et al., 2006b; JONES et al., 2009; NIVOIT
et al., 2009). Neste trabalho, o peso corporal da prole avaliado em todos os grupos estudados
nas diferentes idades (1, 7, 30 e 90 dias) aumentou no decorrer do periodo analisado. No
entanto, os filhotes de 30 dias dos grupos hiperlipidicos (Experimental 1 e 2) apresentaram
menor peso corporal quando comparados ao grupo controle, apesar do consumo caldrico
materno ter sido maior no grupo Experimental 1 e o ganho de peso materno maior no
Experimental 2. Em relacdo aos dados glicémicos dos filhotes adultos, constatou-se um
aumento da glicemia no grupo Experimental 1, em comparacio aos demais grupos. Resultados
semelhantes com relagdo a glicemia foram encontrados no trabalho de Hokke (2016), em que
fémeas de camundongos da linhagem C57Bl6 foram tratadas com dieta hiperlipidica (21%)
durante 6 semanas antes da gestacdo e também durante todo o periodo gestacional/lactacdo. O
peso corporal dos filhotes do grupo hiperlipidico e controle foram semelhantes durante os
primeiros dias de vida, enquanto os filhotes adultos do grupo hiperlipidico apresentaram um
leve aumento nos niveis glicémicos e seus pesos corporais ndo apresentaram alteragdo, quando
comparados ao grupo controle. A alteracdo de glicemia relatada por Hokke (2016) e também
neste trabalho pode estar relacionada a exposigao dos filhotes a um ambiente intrauterino hostil
causado pelo alto consumo calorico materno. Ja as diferengas no que diz respeito ao peso
corporal talvez possa ser explicada pela diferenca no teor de lipideos contidos nas dietas, as
espécies utilizadas para os estudos e a forma como as mesmas respondem ao aumento da oferta
lipidica.

Foi realizado um Teste Oral de Tolerancia a Glicose (TOTG) nos animais adultos dos
grupos Controle e Experimental 2 a fim de se investigar possiveis alteracdes glicémicas apos
sobrecarga de glicose. O teste mostrou aumento da glicemia nos tempos 0 (jejum), 30 e 60
minutos pds-sobrecarga de glicose no grupo Experimental 2 em comparacdo ao controle. Estes
resultados corroboram os estudos de White e colaboradores (2013), que realizaram um TOTG
com administracdo intraperitoneal (i.p.) de uma solucao de glicose (50%), em camundongos
tratados com dieta hiperlipidica durante 8 semanas. Foram observadas alteracdes tanto na curva
do TOTG, quanto na glicemia de jejum do grupo tratado com dieta rica em calorias. Cerf e
colaboradores (2005) avaliaram as repercussoes no perfil glicémico e nas ilhotas pancreaticas
de filhotes de ratas Wistar tratadas com dieta hiperlipidica contendo 40% de lipideos durante
diferentes estagios da gestacdo. Os filhotes de maes tratadas com a dieta hiperlipidica durante
todo o periodo gestacional apresentaram-se hiperglicémicos e com reducao de nimero e volume

das células B-pancreaticas produtoras de insulina.
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A obesidade estd associada a quadros de dislipidemia e alteragdes na homeostase de
glicose no organismo (HIGDON et al., 2003; BONEY et al., 2005). Neste trabalho, ndo se
observou alteragao nos niveis plasmaticos de colesterol total e triglicerideos nos filhotes de 90
dias dos grupos avaliados. Em contraste, Boanane e colaboradores (2010) observaram
alteracdes no perfil lipidico de filhotes adultos com 12 semanas de idade de ratas Wistar tratadas
com dieta rica em lipideos (42%) durante a gravidez e a lactacio. E possivel que em modelos
de programming fetal que utilizam dieta hiperlipidica ¢ dependendo do teor de lipideos
presentes na ragdo, as alteragdes de perfil lipidico se manifestem mais tardiamente na vida
adulta da prole.

Estudos evidenciam que a obesidade pode causar alteragdes hemodinamicas
intraglomerulares, levando a um aumento do fluxo plasmaético renal e da TFG (hiperfiltracao
glomerular), que, consequentemente, podem acarretar em quadros de albuminudria (REISIN et
al., 1987, CHAGNAC et al., 2000; WHALE-CORNELL & SOWERS, 2017). Neste trabalho,
os filhotes adultos do grupo Experimental 1 apresentaram uma menor TFG em relagdo ao grupo
controle. Em contraste, o grupo Experimental 2 demonstrou maiores valores de TFG em relagao
aos demais grupos, revelando um quadro de hiperfiltracdo glomerular. Este mesmo grupo
apresentou aumento de EUP, quando comparado aos grupos Controle e Experimental 1. Jackson
e colaboradores (2011) avaliaram parametros metabolicos e renais dos filhotes de ratas
Sprague-Dawley tratadas com dieta hiperlipidica (45%) e rica em frutose (0,1 g/mL) durante 6
meses, antes da gravidez e também durante a gestagdo e lactagdo. Os filhotes adultos destas
maes tratados com dieta normolipidica apdés o desmame, desenvolveram albumintria e
glomeruloesclerose. Entretanto, estes animais ndo demonstraram alteracdes significativas na
TFG. Isto sugere que os quadros albuminuria e glomeruloesclerose encontrados nestes filhotes
possam ser independentes de alteragdes hemodinamicas renais. Porém, com o avango da idade,
mudangas na TFG poderiam ser encontradas, assim como nos grupos experimentais do presente
estudo. A hiperfiltracdo glomerular observada no grupo Experimental 2 estd diretamente
relacionada ao aumento da EUP e pode ser resultante do aumento da é4rea disponivel para
filtragdo caracterizada pelo aumento do tufo glomerular também observada neste grupo. No
entanto, a diminui¢do da TFG do grupo Experimental 1 pode estar associada ao aumento de
PAS observada neste trabalho.

Vale ressaltar ainda que as maes do grupo Experimental 2 ingeriram menor contetdo
proteico e de carboidratos em relagdo aos demais grupos. Estudos demonstraram que dietas
maternas contendo baixa quantidade de proteinas podem causar impactos negativos nos filhotes

na vida adulta, como diminui¢do do nimero de nefros e hipertensdo (MERLET-BENICHOU,
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1994; LANGLE-EVANS, 1999). Nwagwu e colaboradores (2000) avaliaram os efeitos renais
e metabdlicos de filhotes de ratas Wistar tratadas com dieta contendo baixa quantidade de
proteinas durante a gravidez. Os filhotes de 4 semanas de idade apresentaram aumento de PA,
diminui¢do na TFG e aumento de excrecao urindria de albumina. Neste trabalho, o quadro de
microalbuminuria também foi observado nos filhotes adultos do grupo Experimental 2, mas
associado ao aumento de TFG. Esses resultados podem ser explicados pela associa¢do entre
menores conteudos proteico e glicidico, mas aumentado teor lipidico ingeridos pelas maes deste
grupo, mostrando que mudancas na relagao adequada entre os macronutientes presentes na dieta
podem ter efeitos renais prejudiciais para a prole.

Com relagdo a analise morfométrica foram avaliados os seguintes parametros: area do
corpusculo renal, area do tufo glomerular e a 4rea do espaco capsular. Foi constatado um
aumento tanto da area do corpusculo renal, quanto da area do tufo glomerular nos grupos que
receberam as dietas hiperlipidica/hipercalorica de 28 e 40%. Quanto ao espaco capsular, foi
encontrado aumento de sua area somente no grupo Experimental 1, quando comparado aos
demais grupos. Tobar e colaboradores (2013) avaliaram aspectos morfologicos de bidpsias
renais de pacientes obesos nao diabéticos que possuiam quadros de proteintria e hiperfiltragao
glomerular. O estudo constatou um aumento do volume do tufo glomerular e um aumento do
espago capsular nestes individuos, quando comparados ao grupo controle. Estes dados,
juntamente com outros estudos encontrados na literatura, reforcam uma relacdo entre
glomerulomegalia e hiperfiltracdo glomerular (COHEN, 1975; KAMBHAM et al.; REA et al.,
2006; GOUMENOS et al., 2009; HOY et al., 2010).

Quanto aos resultados de PAS, os animais do grupo Experimental 1 apresentaram
maiores valores pressoricos quando comparado aos demais grupos. De acordo com a literatura,
esperava-se que o grupo tratado com dieta hiperlipidica com maior teor de lipideos (40%)
também desenvolvesse alteragdes significativas de PAS. Estudos que utilizaram tratamento
com dieta hiperlipidica por 6 semanas durante o periodo pré-gestacional, € também na gravidez
e lactacdo, constataram quadros de hipertensao nos filhotes adultos, assim como dislipidemia e
resisténcia a insulina (KHAN et al., 2003; TAYLOR et al., 2004). No entanto, a divergéncia
encontrada nestes resultados pode estar relacionada com a redugdo da TFG encontrada no grupo

Experimental 1, alteragdo que nao foi registrada no grupo Experimental 2.
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7. CONCLUSAO

O consumo materno de dieta hiperlipidica per se, durante a gestacdo ¢ amamentagao,
resultou em alteragcdes renais e metabdlicas importantes para a prole de ratas Wistar, como
aumento de glicemia, mudancas na estrutura e fun¢do renal e aumento da EUP e da PAS. No
entanto, o teor de lipideos (28 ou 40%) repercutiu de forma diferente no tipo e/ou magnitude

da alteracao registrada na prole.
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CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo para uso de animais em
experimentagao n® 057/14, sobre o projeto de pesquisa intitulado
“Impactos renais das obesidades pré-gestacional e gestacional para
a prole de ratos Wistar”, sob a responsabilidade da Prof®. Dr?. Ana
Paula Coelho Balbi esta de acordo com os principios éticos na
experimentagdo animal conforme regulamentagées do Conselho
Nacional de Controle e Experimentagdo Animal (CONCEA) e foi
APROVADO pela Comissao de Etica na Utilizagdo de Animais
(CEUA) — UFU em reunido de 09 de janeiro de 2015.

(We certify that the protocol n® 057/14, about “Impactes renais das obesidades pré-gestacional
e gestacional para a prole de ratos Wistar” agrees with the ETHICAL PRINCIPLES ON ANIMAL.
RESEARCH as regulations of National Advice of Cantrol and Animal Experimentation
{CONCEA) and approved by Ethica Commission on Use of Animals (CEUA) - Federal
University of Uberlandia in 09/01/2015).
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