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Resumo

O crescimento e o desenvolvimento fetal sdo determinados pelo genoma materno e do
feto, bem como pela capacidade da placenta em suprir nutrientes como proteinas e
gorduras para este ultimo. Alteracdes no meio intrauterino que exponha o feto a
situacOes adversas, resulta em adaptacdes que predispdem a doencas na fase adulta da
vida. Neste trabalho foi investigado o impacto do consumo de uma dieta rica em lipidios
(DH) e com baixo teor de carboidratos, durante o periodo gestacional e de lactagéo,
sobre a prole de ratos espontaneamente hipertensos (SHR) aos seis meses de idade. Para

isto, fémeas foram alimentadas com DH do primeiro dia de gestacdo até o desmame
(DHGL) ou com dieta labina (Presence® , grupo controle). Um outro grupo de fémeas,

recebendo a DH, foi tratado com pioglitazona (DHGL+ pio) por via oral do primeiro ao
15° dia de gestacdo. Apds o nascimento, as proles foram divididas em 3 grupos de
acordo com o padrdo materno. O perfil bioquimico foi determinado através de Kits
comerciais, a concentracdo plasmatica de insulina foi determinada por ELISA. Para
avaliacdo do estresse oxidativo foi determinado os niveis de peroxidacdo lipidica
(TBARS) e glutationa redutase (GSH) no figado. A pressao arterial (PA) foi mensurada
por medida direta em ratos acordados. PreparacGes de anéis de aortas toracicas foram
utilizadas para avaliar a reatividade vascular. A DH aumentou os niveis glicémicos das
matrizes sem alterar triglicérides nem colesterol. A curva ponderal de crescimento até 0s
4 meses de idade foi similar nos grupos. Entretanto, aos 6 meses de idade a massa
corporal do grupo DHGL foi maior (p <0,01) que o controle. Enquanto que 0 grupo
tratado com pio apresentou massa corporal similar ao controle. Ainda, a ingestdo de DH
induziu aumento dos niveis teciduais de TBARS (p<0,05) e reducdo dos niveis de GSH,
0 que pode ter contribuido para a piora da disfuncdo endotelial apresentada pelos SHRs.
O tratamento com pio ndo melhorou esse parametro. A resposta contratil a fenilefrina
foi semelhante em todos grupos experimentais. Ndo houve alteragdes nos niveis
pressoricos da prole DHGL. Em conjunto, nossos resultados sugerem que a DH
promove um meio intrauterino hiperglicémico que pode ser a chave para as
modificacbes metabdlicas e funcionais encontrada na prole adulta e que, o tratamento
das matrizes com pioglitazona, durante os primeiros 15 dias de gestacdo, protegeu a
prole dos efeitos da hiperglicemia sem, contudo, melhorar a disfuncéo endotelial.

Palavras-chave: Dieta Hiperlipidica. SHR. Estresse Oxidativo. Pioglitazona.



Abstract

Fetal growth and development are determined by the maternal and fetal genome as well
as by the placenta's ability to supply nutrients such as proteins and fats to the fetus.
Intra-hierarchical changes in the environment that result in unfavorable situations,
results in adaptations that result in diseases in the adult phase of life. This work was
investigated on the impact of the intake of a diet rich in lipids (DH) and low
carbohydrate content, during the gestational period and of lactation, on a offspring of
spontaneously hypertensive rats (SHR) at six months of age. For this, the females were
fed with DH (DH) or with diet labina (Presence®, control group). Another group of
females, receiving DH, was treated with pioglitazone (DHGL + pio) orally first at the
15th day of gestation. After birth, as offspring were divided into 3 groups according to
the maternal standard. The biochemical profile was defined by commercial kits, the
plasma concentration of insulin was determined by ELISA. To evaluate the oxidative
stress, the levels of lipid peroxidation (TBARS) and glutathione reductase (GSH) in the
liver were determined. Blood pressure (BP) was measured by direct measurement in
agreed rats. Preparation of thoracic aorta rings for evaluation of vascular reactivity. DH
increased the glycemic levels of the matrices without changing triglycerides or
cholesterol. The weight growth curve up to 4 months of age was similar in the groups.
(P <0.01) than the control. While the group treated with pio had body mass. In addition,
DH intake induced increased tissue levels of TBARS (p <0.05) and reduced GSH levels,
which may have contributed to worsening of endothelial dysfunction. Treatment with
pio did not improve this parameter. The response was made in all experimental groups.
There are no results in the pressure levels of the DHGL projection. Taken together, our
results suggest that DH is a hyperglycemic intrauterine environment that can be used for
metabolic and functional modifications found in a offspring, the treatment of
pioglitazone matrices during 15 days of gestation protected the offspring from the
effects of hyperglycemia without, However, improve endothelial dysfunction.

Keyword: Hyperlipidic Diet. SHR. Oxidative stress. Pioglitazone.
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1. Introducéo

Na sociedade moderna ha uma grande preocupacdo em relacdo a saude da populagdo, uma
vez, que hd um grande consumo de alimentos industrializados ricos em carboidratos, lipidios
e acgUcares. Tais alimentos consumidos com frequéncia e aliados ao sedentarismo podem
desencadear a obesidade, considerada mundialmente como um problema de satde publica.
Em 2012, cerca de um bilhdo de pessoas, isto é, 12% da populacdo mundial foram
consideradas obesas (http://www.who.int/gho/publications/world_health_statistics/2012/en/).
A obesidade é associada comumente a uma série de doencas metabolicas como hipertensao,
dislipidemia, diabetes Mellitus tipo 2 (DM 2) e aterosclerose (DEFRONZO ; FERRANNINI,
1991). A associacdo destas patologias, inicialmente denominada ”sindrome X (IVKOVIC-
LAZAR et al., 1992; REAVEN, 1988) e, mais recentemente, “sindrome metabodlica” (SM) é
caracterizada por hiperinsulinemia e por diferentes graus de resisténcia a insulina (RI)
associada a um conjunto de fatores de riscos metabdlicos, 0s quais aumentam as chances de

desenvolver doencas cardiacas, diabetes e acidentes vasculares.

A obesidade materna afeta o concepto desde a sua fase embrionéaria. Logo, alteracGes no
metabolismo de lipidios e carboidratos que garantem o fornecimento continuo de nutrientes
para o feto, progressivamente promovem acréscimo de adipdcitos e secrecao de citocinas pro-
inflamatdrias, além de provocar alteracdes de hormoénios placentarios que sustentam o feto
através de mecanismos protetores (AQUINO et al, 2003). O desenvolvimento fetal €
sustentado pela placenta, o 6rgdo que faz a interface entre o feto e a mée. Além de exercer
importantes fungdes enddcrinas, orquestrando as adaptacdes materna a gestacdo e mobilizacédo
de recursos para uso fetal, atua como uma barreira seletiva, protetora, reduzindo a exposi¢do
do feto para os glicocorticoides, por exemplo. Entretanto, quando sua capacidade de
adaptacdo ou sua funcdo € alterada, o desenvolvimento do feto é comprometido (BURTON et
al., 2016) Evidéncias experimentais sugerem que distdrbios metabdlicos sdo capazes de
promover alteragdes no meio intrauterino. Neste sentido, os principais disturbios encontrados
sdo a desnutricdo, insuficiéncia placentéria, diabetes ou obesidade, que podem programar
alteracfes no desenvolvimento fetal e o surgimento de doencas crénico degenerativas na vida
adulta (PORTHA et al., 2011; EBERLE; AMENT, 2012). O diabetes gestacional induz
anormalidades no metabolismo da glicose e secre¢do de insulina no feto promovendo

diminuigdo do crescimento fetal, observando-se que as proles oriundas de maes diabéticas


http://www.who.int/gho/publications/world_health_statistics/2012/en/
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apresentam alto risco para o desenvolvimento DM2, obesidade e intolerancia a glicose na vida
adulta. O excesso de glicose na corrente sanguinea materna atinge o feto por meio da placenta
gerando um ambiente pré-inflamatério que prejudica o desenvolvimento embrionario e fetal
(PINNEY, et al., 2011).

Os filhos oriundos de mées diabéticas na maioria dos casos apresentam macrossomia causada
principalmente pelo excesso de glicose que chega ao embrido através da placenta. A
hiperglicemia promove aumento dos niveis de insulina que atua como horménio do
crescimento levando ao crescimento e aumento dos adipdcitos fetal. Exposicdo ao diabetes
intrauterino também estd relacionado com aumento da dislipidemia, inflamacdo vascular
subclinica e disfuncdo endotelial que contribuem para o surgimento de doencas
cardiovasculares (DCV) na vida adulta (VRACHNIS et al.,2012). O meio intrauterino adverso
é capaz de promover alteracdo no desenvolvimento fetal através de modificacdes na expressao
génica das células tronco (totipotentes) denominadas modificacBes epigenéticas que sdo
transmitidas de uma geracdo de células a outras. O DNA pode sofrer mutacdes epigenéticas
nas extremidades amino terminal das histonas H3 e H4. As mais comuns envolvem metilagéo
e acetilacdo dos residuos de lisina na extremidade amino terminal que levam a diminuicdo da
transcricdo génica. Outro tipo de mutagéo, envolve a metilacdo do DNA com troca de uma
base nitrogenada pela DNA metiltransferase na posicdo C5, sendo responsavel pelo
silenciamento génico e contribuindo para inativagdo do cromossomo X e regulacdo da

transcricdo génica durante a fase de diferenciacéo celular (SIMMONS, 2007).

A obesidade durante a gravidez em humanos, além de estar relacionada com risco aumentado
para o desenvolvimento de diabetes pode promover trombose venosa, pré-eclampsia e baixo
peso ao nascimento. Alterac6es nutricionais sdo capazes de modificar a angiogénese e reduzir
a expressao génica relacionada com o crescimento placentario. Tais alteracGes estariam
envolvidas no estresse oxidativo, modificacdes no transporte de nutrientes para o embriéo,
inflamacdo e diminuicdo do fluxo sanguineo, o que contribuiria diretamente para a restri¢éo
do crescimento intrauterino embrionario, que € associado a DCV na vida adulta
(THORNBURG, et al.,2010). Varios estudos relatam que ratos alimentados por dietas
hiperlipidicas (DH) desenvolvem RI, mas ndo uma franca hiperglicemia ou diabetes (ZHAO
et al., 2008; FLANAGAN et al., 2008). A origem e os mecanismos das modificacdes

metabdlicas induzidas pela DH ainda nédo estdo completamente esclarecidos, embora possam
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estar relacionadas ao estresse oxidativo (BRITO et al., 2007). Por outro lado, a maioria dos
modelos de DM 2 fundamentados na ingestdo de dietas ricas em gordura (acima de 20%),
mostram apenas alteracdo na funcdo pancreatica, intolerancia a glicose e hipercolesterolemia
(WILLET, 2002), o que sugere que a DH pode induzir uma insulino-resisténcia (ZHANG et
al., 2008; NAGAO et al., 2015).

Anteriormente, nossa equipe mostrou que uma nova dieta rica em lipideos (58% ) mas baixa
em carboidratos ( 25%), utilizada por um curto periodo de tempo, aumentou o0s niveis de
glicose, colesterol e triglicérides ao mesmo tempo que induziu um discreto aumento de
pressdo arterial em ratos da linhagem Wistar, que foi revertido quando da substituigdo da DH
por uma dieta padrdo (da SILVA, 2010 ). No presente trabalho, nos hipotetizamos que o
consumo de DH por matrizes com hipertensao arterial bem estabelecida induziria importantes

agravos na prole.
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2. Fundamentacédo Tedrica

A hipertensdo arterial (HA) é uma doenca que afeta milhdes de pessoas em todo 0 mundo,
sendo um importante fator de risco para DCV, cerebral e renal. Ela é responsavel por 25% dos
casos de cardiopatia isquémica e 40% dos acidentes vasculares cerebrais (AVC). No Brasil,
em 2007, ocorreram 308.466 Obitos por doencas do aparelho circulatorio, o que correspondeu
a 29,4% do total de obitos no pais e a 32% das causas definidas de morte. Nesse mesmo ano,
entre todas as causas especificas, a doenca cérebro-vascular foi a primeira causa de dbito na
populagdo com 96.089 dbitos. Os 6bitos por enfarte do miocardio foram 71.207 (V1 Diretrizes
Brasileira de Hipertensao, 2010).

A soma dos ébitos por enfarte do miocardio e as demais doencas isquémicas do coracao
resultou em 91.653 oObitos, sendo a segunda causa de morte na populacdo brasileira.
Sucessivamente, inquéritos populacionais sugerem que a prevaléncia de HA esta acima de
30% (VI Diretrizes Brasileira de Hipertensdo, 2010), o que a torna um grande problema de
salde publica com baixas taxas de controle. Por outro lado, 40% da populacéo brasileira esta
com excesso de peso e 10 a 15 % das pessoas sdo obesas. Frequentemente, o individuo obeso
apresenta elevagdo dos niveis séricos de triglicérides (BARROSO et al., 2002), de colesterol
associado a lipoproteina de baixa densidade (LDL-c) e uma diminuicdo do colesterol
associado a lipoproteina de alta densidade (HDL-c), que representam dislipidemias associadas
ao risco de DCV (KATTAN, 1999; RIBEIRO FILHO et. al., 2006). A obesidade associada a
hipertensdo, RI, microalbuminiria e DM 2, constitui 0 conjunto de anormalidades que
formam o quadro conhecido por SM (REAVEN, 1988 ; RIBEIRA FILHO et. al., 2006).

A hipertensdo associada ao DM é uma das maiores causas de hipertrofia ventricular esquerda
(HVE) cuja progresséao resulta em descompensacao e, geralmente, em insuficiéncia cardiaca.
O papel da dieta rica em lipideos e do aumento da concentracdo de acidos graxos no plasma
sobre a hipertrofia cardiaca resultante da hipertensdo ainda ndo estd claro. Alguns estudos
sugerem que o0 aumento da captacdo de &cidos graxos pelo miocardio resultaria em disfuncéo
sistOlica, dilatacdo da cAmara do ventriculo esquerdo, apoptose e hipertrofia cardiaca e que o
uso de pioglitazona — uma tiazolidinadiona (TDZ) utilizada no tratamento do diabetes -
reduziria a hipertrofia cardiaca consequente a HA (KATO et al., 2008). Ademais, foi

mostrado que as TDZs poderiam reduzir a aterosclerose (CHEN et al., 2001) e ter efeitos
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benéficos na remodelagem pés-infarto (GENG et al., 2006). Mais recentemente, foi mostrado
que pacientes portadores de DM2 ou intolerantes a glicose, apresentaram reducdo do volume
de gordura visceral que é independente da reducdo dos niveis de glicose (KODAMA et al.,
2013)

A pioglitazona aumenta a sensibilidade de tecidos como figado, adipdcitos e musculos a
insulina (ZHAO, 2012). Ela se liga ao receptor ativado por proliferador de peroxissoma gama
(PPARY) promovendo uma reducdo da RI e dos niveis glicémicos (SAIKI et al, 2007). Nos
adipocitos, promove reducdo dos niveis plasmaticos de acidos graxos e modulacdo da
expressao de adiponectinas promovendo melhora no quadro de R1 no musculo (CHUNG et al,
2009). Também, foi observado que a pioglitazona apresenta um efeito de protecdo vascular
pela reducdo do estresse oxidativo, inibindo a lesdo renal e a disfuncdo endotelial
(TAUGUCHI et al, 2012).

A presenca dos receptores PPARY na musculatura lisa vascular e a sua ativagdo desempenha
um efeito protetor cardiovascular pela regulacdo da producdo de citocinas pro-inflamatorias,
fibrindlise, modulacdo de macrofagos e fibrose. Nesse contexto, salienta-se que no processo
inflamatorio vascular também ha participacdo de derivados do acido araquiddénico como as
ciclooxigenases (COX), que em mamiferos possui duas isoformas a COX-1 constitutiva sendo
encontrada em varios tecidos e na musculatura lisa endotelial, cuja fungdo esta ligada a
manutencdo da homeostase. A isoforma COX-2 pode ser induzida por agentes inflamatdrios
como lipopolissacarideos e citocinas. O aumento da expressdo vascular dessa isoforma esta
diretamente ligada a processos patoldgicos como aterosclerose, hipertensdo e obesidade.
Aumento da expressdo de COX-2 também esta relacionada ao aumento na resposta contrétil a
noradrenalina na prole de ratas diabéticas pelo aumento na producdo de prostanoides
vasoconstritores como TxAz, PGE2 e PGF2.. (RAMOS-ALVES e QUEIROZ, et al 2012). A
ativacdo do receptor nuclear PPARy reduz o estresse oxidativo vascular pela inibi¢do da
expressdo e sintese de citocinas pré-inflamatorias, IL-6, NF- kB, NADPH oxidase e COX-2
(MARTIN, et al, 2012). Os receptores PPARy também sdo encontrados nas células
endoteliais, onde esta envolvido com a regulacdo da oxidacdo, a coagulacdo sanguinea, a

proliferacdo celular, inflamacéo, apoptose (ZHAO et al, 2012).

Mutagdes ou ruptura nos receptores PPARy sdo responsaveis pelo estabelecimento da HA

prejuizo no relaxamento dependente do endotélio e redugédo na producdo de ON, assim como,
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promove 0 estresse oxidativo vascular e transcricdo de fatores pro-inflamatérios
(KLEINHENZ, J. M., et al, 2009).

2.1. Disfuncao endotelial

O endoteélio desempenha um papel fundamental na regulacéo do fluxo sanguineo e do ténus
vasomotor, através da liberacdo de substancias vasodilatadoras e vasoconstritoras. A sua
ampla distribuicdo e localizacdo na interface sangue/tecido favorece o desempenho de
diversas fungdes relacionadas a homeostase vascular (FURCHGOTT & ZAWADZKI, 1980).
Dentre as substancias vasoconstritoras liberadas pelo endotélio destaca-se os derivados do
acido araquidénico (BATLOUNI et al., 2001), anion superoxido (VANHOUTTE, 1988), a
endotelina-1 (YANAGISAWA et al., 1988), a angiotensina Il (VELTMARET et al., 1991) e
o fator de ativacdo plaquetaria.

O endoteélio relaxa a musculatura lisa vascular através do ON (FURCHGOTT, 1983;
HUTCHINSON et al., 1987; PALMER et al., 1987), da prostaciclina (PGI12) (MONCADA et
al., 1976) e do fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) (FELETOU &
VANHOUTTE, 1988). O ON além de possuir a funcdo relaxante sobre a musculatura lisa
vascular, também atua inibindo a proliferacdo celular, agregacdo plaquetaria e adesdo de
leucdcitos na parede vascular. A capacidade de homeostase endotelial € comprometida no
processo fibrinolitico, pois a producdo e liberacdo de ON estdo reduzidas (VIARO et al.,
2000). Ludmer et al. (1986), foram os primeiros a caracterizar a disfuncdo endotelial em
humanos, através da demonstracdo de que artérias coronarias com aterosclerose se contraem
em resposta a acetilcolina, enquanto artérias coronarias normais vasodilatam. ApoOs essa
observacao, varios estudos demonstraram gque em situaces fisiologicas, o endotélio mantém o
tdnus vasomotor reduzido, inibe a proliferacdo de células musculares lisas, inibe a agregacéo
plaquetaria e previne a adesdo de leucocitos. A disfuncdo endotelial pode ser avaliada através
da medida vasodilatacdo dependente do endotélio, em resposta a agonistas que induzem a
liberacdo de ON ou ainda através da medida da capacidade de modulagdo do ON sobre a
resposta contratil induzida por agentes vasoconstritores, como agonistas o-adrenérgicos

(HSUE et al., 2004).
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A disfuncao endotelial esta presente em diversas doencas metabolicas e/ou cardiovasculares,
como na obesidade, intolerancia a glicose, DM, hipertenséo arterial e dislipidemias. Em todas
essas condicOes, foi verificado que ocorre Rl e uma menor resposta a agentes vasodilatadores
dependentes de endotélio (HSUE et al., 2004). O endotélio e outros componentes da parede
vascular sdo capazes de produzir espécies reativas de oxigénio (EROS), como 0s anions

superoxido (O2) que possuem uma grande capacidade de reagir com o ON, formando o

radical peroxinitrito (ONOQO") que estd envolvido com o estresse oxidativo e inumeros

processos de lesdo celular, como alteracbes nos acidos nucleicos, lipidios e proteinas
(POTENZA, et al 2009).

A obesidade é um dos fatores que contribuem diretamente para a disfuncdo endotelial, uma
vez, que a hipertrofia dos adipdcitos induz inflamacdo sistémica pela liberacdo de
adipocitocinas pré-inflamatorias como fator de necrose tumoral o (TNF- a), leptina e IL-6.
Esse processo inflamatorio sistémico € mediado pelo fator nuclear kappa B (NF- kB), cuja
ativacdo promove aumento na producdo de EROs e reduz a producdo de ON nas células
endoteliais em resposta a insulina (KOBAYASI, et al 2010).

O sistema heme-oxigenase € um dos mecanismos de defesa do organismo contra o estresse
oxidativo. Esse sistema é formado por duas isoformas heme-oxigenase 1 (heme-ox1) e a
heme-oxigenase 2 (heme-0x2). Em ratos hipertensos, a heme-ox1 apresenta importante papel
na reducdo da hipertrofia miocardica, no estresse oxidativo e no processo inflamatério
sisttmico (CAO, et al 2011). Em ratos Zucker obesos e diabéticos tratados com cobalto
protoporfirina (CoPP), que estimula o sistema heme-oxigenase, observou-se um aumento da
heme-ox1, que levou a melhora na sensibilidade a insulina e no remodelamento do tecido
adiposo principalmente pelo aumento nos niveis séricos de adiponectina e MAP quinase
(NICOLAL, et al 2009). Camundongos obesos (ob) tratados com CoPP apresentaram aumento
nos niveis séricos de adiponectina, reducdo do acumulo de gordura abdominal e visceral,
redugdo nos niveis plasméaticos de TNF-a, IL-6 e IL-1B que contribuiram também para
aumento na sensibilidade a insulina e glicose (LI, et al 2008). A ativacdo da heme-ox1 em

ratos SHR diabéticos tratados com cloreto de estanho (SnCl2) reduziu os marcadores para o
estresse oxidativo como 02 e 3-NT (neurotrofina 3) e aumentou a expressdo de proteinas

anti-apoptoticas, Bcl-2 e AKT. A ativagdo dos receptores PPARy também promove aumento

nos niveis proteicos de heme-ox1(CAOQ, et al 2008).
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2.2 Relaxamento e contracdo da musculatura lisa vascular

A contracdo da musculatura lisa vascular em condi¢bes fisioldgicas pode ocorrer pelo
aumento na concentragdo citoplasmatica do ion calcio [C8.2+]i ou através da estimulacéo

promovida por agonistas (fenilefrina e noradrenalina) nos receptores de membrana. A ligacéo
de um agonista vasoconstritor ao receptor, estimula a fosfolipase- C (PLC) via subunidade a
da proteina G. A PLC hidrolisa o fosfatidil inositol 4,5 bifosfato (PIP2) na membrana
plasmética formando 1,4,5 trifosfato de inositol (IP3) e 1,2 diacilglicerol (DAG), aquele se
difunde pela membrana celular para o citosol e 0 DAG ativa a proteina quinase C (PKC). O
IP3 no citosol estimula a abertura de canais de calcio sensiveis a IP3 no reticulo

sarcoplasmatico (RS) levando ao aumento [C8.2+]i que ird ativar proteinas contrateis levando a
contragdo. O DAG juntamente com 0 Ca®* ira ativar a PKC que ir& regular varios processos
celulares que culminardo com a regulacdo do transporte transmembranar de Ca®" e q
sensibilidade dos miofilamentos ao Ca’* (MORGADO, et al., 2011). O aumento nos niveis
citoplasmatico de ca®* promove interacdo do mesmo com a calmodulina formando o

complexo Ca®*-calmodulina (CaM). Esse complexo liga-se a cadeia leve de miosina pela

enzima quinase (MLCK) levando a fosforilagdo do sitio regulatério da cadeia leve da miosina
(MLC), o que aumenta a atividade da ATPase na miosina e induz a contragdo muscular
(HIRANO, et al. 2007) (Figura 1).

O relaxamento da musculatura lisa vascular ocorre principalmente pelo acoplamento de
agentes vasorrelaxantes aos receptores. Esses agentes estimulam a sintese de segundos
mensageiros ciclicos como AMP: (monofosfato ciclico de adenosina) e GMPc (monofosfato
ciclico de guanina), cujo aumento citoplasmatico promove a sintese de PKG e PKA que irdo

promover o vasorrelaxamento pelos seguintes mecanismos: reducdo do influxo do Ca2+,
captacdo de ca®* pelo RS, hiperpolarizacdo da membrana plasmatica pela abertura de canais

de K™; fechamento de canais sensiveis ao Ca2+, diminuicdo da sensibilidade da MLC a esse

fon e a ruptura da ligagdo entre a MLCK e a actina (REMBOLD, 1992; ROBERTS, et al.
2013).
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Figura 1. Mecanismos intracelulares envolvidos na contragdo da musculatura lisa induzida
pelo Ca®*. caM, calmodulina; Gg/11 membro da subfamilia da heterotrimérica proteina G

com subunidades a,B e v; IP3, 1,4,5 trifosfato de inositol; MLCK, quinase da cadeia leve da
miosina; PIP2 fosfatidil inositol 4,5 bifosfato (modificado de WALSH, 2011).

2.4 Modelos de hipertenséo arterial

Na tentativa de estudar a HA humana varios modelos foram desenvolvidos, dentre os quais a
hipertensdo renovascular (modelo de Goldblat) hipertensdo neurogénica (desnervacao dos
barorreceptores sino aodrticos), hipertensédo dependente de mineralocorticoides (ou modelo
DOCA-sal ; que consta da associacdo de injecOes de desoxicorticosterona +cloreto de sodio
na agua de beber) , hipertensdo por estenose da aorta, hipertensdo por inibicdo crénica do
oxido nitrico e 0 modelo de hipertensdo de origem genética . O primeiro modelo de

hipertensdo genética foi o GH, originado de uma cepa de ratos Nova Zelandia (FAZAN et al.,
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2001). Em seguida, o rato espontaneamente hipertenso (SHR) obtido originalmente do
cruzamento ‘inbred’ de seus controles normotensos Wistar-Kyoto com ratos Wistar ‘inbred’
(OKAMOTO; AOKI, 1963). A pressao arterial dessa linhagem apresenta valores normais até

a quarta semana A partir da 4% semana a pressdo arterial dos SHRs aumenta de forma

importante até a 12% semana. Este aumento continua de modo gradual até a 20? semana de
idade, alcancando entre 180 e 200 mmHg de pressdo sistolica. A importancia desse modelo é
sua semelhanca com a hipertensdo humana, motivo pelo qual é um dos mais usados na
investigacdo dos mecanismos implicados no desenvolvimento e manutencdo da HA. A
presséo sistélica da cepa WKY sofre um aumento até a 10% semana, estabilizando em 126 mm
de Hg.

Nos estagios precoces da hipertensdo desenvolvida em SHR, o débito cardiaco (DC) esta
aumentado e a resisténcia periférica total (RPT) normal, mas com a evolucao do quadro, o DC
retorna ao normal e a RPT aumenta. Com a progressdo da hipertensdao, o modelo SHR
paulatinamente desenvolve alteragdes na estrutura cardiaca que culmina em hipertrofia do
ventriculo esquerdo entre 6-24 meses de idade (ENGELMAN, 1987) e fibrose cardiaca. Nos
estagios finais, a funcdo cardiaca comeca a ser comprometida e o DC é reduzido em funcéo
do desenvolvimento de uma insuficiéncia cardiaca congestiva (FROLICH, 1977 apud

FAZAN et al., 2001). A frequéncia cardiaca (FC) desses animais é mais elevada que 0s seus
controles WKY desde a terceira semana apresentando uma correlag¢do positiva com os niveis
de pressdo até a sexta semana de vida (para revisdo DORNAS & SILVA, 2011). O modelo
SHR apresenta disfuncdo endotelial, aumento do estresse oxidativo, reducdo da
biodisponibilidade de oxido nitrico e niveis plasmaticos elevados do peptideo atrial
natriurético (PAN) (ROMERO et al.,2013). As quatro semanas de idade foi observado ainda,
alteracBes estruturais nas artérias de resisténcia de SHR, com maior espessura na camada
média (RIZZONI et al., 1994). Ainda foi observado aumento da sensibilidade a noradrenalina
antes mesmo do aparecimento da hipertensao arterial (MULVANI & NYBORG, 1980). Logo,
pelas caracteristicas deste modelo, aparentemente ¢ o mais préximo da HA em humanos,

embora sejam reconhecidas suas limitagoes.



22

3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos de uma dieta hiperlipidica sobre ratos espontaneamente hipertensos (SHR),
visando corroborar na elucidagdo de alguns mecanismos que desencadeiam as doencas

metabolicas.

3.2 Objetivos especificos

Investigar se 0 aumento da ingestdo calérica em SHR promove um aumento
exacerbado nos niveis pressoricos e compreender as suas consequéncias sobre

0 coracao;
Analisar o perfil lipidico e glicémico das matrizes e prole adulta;

Determinar os niveis de peroxidacdo lipidica pelas substancias reativas ao
acido tiobarbitarico (TBARS), bem como glutationa redutase (GSH) no figado;

Avaliar o relaxamento vascular dependente de endotélio induzido por

acetilcolina na aorta isolada desses animais;
Avaliar a resposta contratil induzida por fenilefrina nos anéis de aorta isolados.
Determinar os niveis pressoricos na prole adulta;

Avaliar os parametros anatbmicos.
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Resumo

Objetivos: Analisar os efeitos do consumo de uma dieta rica em lipideos (DH) e baixa em
carboidratos, durante o periodo gestacional e de lactacdo, sobre o perfil metabolico, a presséo
arterial média e a reatividade vascular da prole de ratos espontaneamente hipertensos (SHR).
Métodos: SHR fémeas (280 - 300g), foram alimentadas com DH do primeiro dia de gestacéo
até o desmame (DHGL), ou com DHGL e tratadas com pioglitazona (10 mg/kg/dia via oral)
nos primeiros 15 dias de gestacdo (DHGL+pio). As matrizes controles receberam dieta padrao
(Presence®). As proles foram divididas em 3 grupos de acordo com o padrdo alimentar
materno. Os niveis de glicose, triglicerideos e colesterol plasmaticos foram determinados nas
matrizes logo apds o desmame, assim como nas proles aos 6 meses de idade. Niveis de
TBARS (substancias reativas ao &cido tiobarbitdrico) foram determinados, assim como
pressdo arterial média (PAM) e frequencia cardiaca (FC). A reatividade vascular foi avaliada
em anéis de aorta isolados.

Resultados: A prole DHGL apresentou hipertrigliceridemia, aumento dos niveis de TBARS e
reducdo de GSH quando comparada aos grupos controle. O tratamento com pioglitazona.
reduz esses niveis. O relaxamento vascular induzido por Ach encontra-se  prejudicado,
entretanto a resposta a fenilefrina é de magnitude similar ao grupo controle. A PAM e FC
foram similares em todos grupos experimentais.

Concluséo: A DH induziu hiperglicemia materna e promoveu hipertrigliceridemia, aumento
da gordura epididimal e do estresse oxidativo na prole adulta, o que pode ter contribuido para
piora da disfungéo vascular nestes animais. O tratamento das matrizes, durante os primeiros
15 dias de gestacdo, com a pioglitazona protegeu a prole dos efeitos da hiperglicemia. sem,
contudo, afetar a resposta contratil a doses crescentes ao agonista fenilefrina e o relaxamento
dependente do endotélio induzido pela acetilcolina

Palavras-chave: Dieta hiperlipidica; SHR; Estresse oxidativo; pioglitazona
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Introducéo
Um conjunto de evidéncias epidemiologicas e experimentais sugerem que alteracOes
hormonais e metabdlicas durante o periodo perinatal, pode estar associado com o

desenvolvimento de componentes relacionados a sindrome metabodlica (SM) na vida adulta,

incluindo intolerancia a glicose, resisténcia a insulina e hipertenséo arterial’ . A SM aumenta

o risco de fibrilacdo atrial, hipertrofia ventricular esquerda e disfuncdo diastolica 23 A
obesidade é caracterizada por um excesso de ingesta em relacdo ao gasto energético, sendo

aceito que a obesidade humana esta relacionada ao estilo de vida e outros fatores dietéticos’.

Os mecanismos responsaveis pela programacao perinatal que pode levar a obesidade e a
modificacdo do metabolismo ainda ndo estdo completamente esclarecidos. Entretanto, o
crescimento alarmante da obesidade tem estimulado a busca de farmacos para seu tratamento.
Nesse sentido, os agonistas do receptor ativado por proliferadores de peroxissoma gama
(PPARY) s3o promissores, uma vez que como sensibilizadores da insulina além de reduzir a
hiperglicemia podem reduzir a pressao arterial e 0 estresse oxidativo além promover outros
beneficios cardiovasculares. Previamente, nossa equipe avaliou o impacto de uma dieta rica
em lipideos (DH, 58%) e com baixo carboidrato (25%), consumida durante apenas 6 semanas,
sobre ratos normotensos jovens da linhagem Wistar, observando-se que a dieta foi capaz de
induzir hiperglicemia, hipercolesterolemia, intolerancia a insulina, obesidade e um discreto
aumento da pressdo arterial sistélica (PAS) sem alteraces da pressdao arterial diastolica
(PAD) ou da frequencia cardiaca (FC), sugerindo que a dieta seria capaz de iniciar 0 processo
que poderia conduzir a SM* No presente trabalho, nds testamos a hipotese de que a oferta da
DH com baixo carboidrato para SHR desde o primeiro dia de gestagéo até o desmame, seria
capaz de promover precocemente distdrbios metabdlicos e cardiovasculares na prole, os quais

poderiam conduzir a um quadro semelhante a SM.
Materiais e Métodos

Animais

Dezoito fémeas nuliparas espontaneamente hipertensas (SHR), 280-300g, foram acasaladas
aos 3 meses de idade e divididas aleatoriamente em 3 grupos: i) Controle - receberam ragédo
padrdo Labina; ii) dieta hiperlipidica receberam dieta hiperlipidica durante a gestacdo e

lactacdo (DHGL) e iii) dieta hiperlipidica + pioglitazona (DHGL+ Pio) — receberam DH nos
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periodos de gestacdo e lactagdo, associando-se um tratamento com pioglitazona (10mg/kg/dia
via oral) durante 15 dias. Ap6s 0 nascimento, as proles foram reduzidas a 6 animais por
matriz e subdivididas em grupos de acordo com o padrdo alimentar da mae. As matrizes que
rejeitaram algum filhote foram descartadas do protocolo. Os animais foram criados e
mantidos no Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal
de Pernambuco, a temperatura constante (22 £ 2 °C) e ciclo claro-escuro de 12 horas, agua e
dieta ad libitum. O acompanhamento da ingestdo alimentar foi realizado semanalmente.

Todos protocolos foram realizados de acordo com “Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals, publicado pelo “US National Institute of Health” (NIH publicag¢des 85-
23, revisado em 1996) e aprovados pelo Comité de Etica para Uso de Animais da
Universidade Federal de Pernambuco (Processo 23076.014562/2012-02).

Caracterizacédo dietética

A dieta padrdo (controle) foi obtida da Presence® (Séo Paulo, Brasil) e a dieta experimental
foi produzida no Laboratério de Reatividade Cardiovascular — ICBS/UFAL e oferecida sob a

forma de pellets. A composicdo dietética foi expressa como porcentagem (%) da energia
metabolizavel: 14% de lipideos, 64% de carboidratos, 23% de proteinas para dieta controle;
57,8% de lipideos, 25% de carboidratos, 17% de proteinas para DH. Os contetdos
minerélicos e vitaminicos da DH foram adicionados de acordo com as necessidades de
animais de experimentagdo descritas nas normas do Instituto Americano de Nutricdo (AIN
93-G) Growth Purified.

Dosagem de glicose, triglicérides, colesterol, teste de tolerancia a glicose e a insulina

Aos 6 meses de idade, os animais foram colocados em jejum de 12 horas e amostras de
sangue foram obtidas através do plexo retro-orbital, sob anestesia com pentobarbital sddico
(50 mg/kg) via intraperitoneal (i.p)., centrifugadas a 4.000 r.p.m. por 15 minutos,
determinando-se 0s niveis de glicose, triglicerideos, colesterol total e colesterol HDL,
utilizando-se kits enzimaticos especificos (Labtest Diagnostica S.A., Minas Gerais, Brasil).
Foi realizado ainda, o teste de tolerancia a glicose (TTG) e teste de tolerancia a insulina (TTI).

Para isto, 0s animais em jejum de 12 h receberam glicose (2 g/kg) via i. p. Apos 15, 30, 60,

90 e 120 minutos, a glicemia foi determinada com o auxilio de um glicosimetro (Accu-Chek®,
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Roche Diagnostics). Apds 48 horas, os animais foram submetidos a novo jejum parao TTI.
Depois de determinada a glicemia basal (To), foi injetada uma dose de 1,5 U/kg de insulina
regular humana (Humulin R — 100U/ml, Lilly) via i.p. Em seguida, os niveis de glicose foram
determinados temporalmente aos 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos. A razdo da constante de
decaimento da glicose (Kitt) foi calculada usando a formula 0,693/ti2. O tempo de meia vida
da glicose ( ti2) foi calculado, usando a analise da queda do quadrado da concentracdo de

glicose plasmatica durante o decaimento da fase linear >, Além do TTI, a insulina foi dosada
por ELISA (Rat/mouse insulin, Millipore Corporation, Billerica, 01821 MA, USA).

Avaliacao do estresse oxidativo

Os niveis de peroxidacéo lipidica foram mensurados pela dosagem das substancias reativas ao
acido tiobarbitarico (TBARS), tais como o malondialdeido (MDA), modificado por Ohkawa e
cols., (1979)6. Para a quantificacdo dos niveis tissulares de MDA, 1g de cada fragmento de
figado foi colocado em 5 mL de tampdo KCI-EDTA (1,15%) e homogeneizado por 30
segundos. Em seguida, 50puL foi transferido para um tubo contendo 950uL da solucdo de
0,8% de TBA, 8,1% de SDS, 20% de &cido acético e agua, incubando-se em banho maria, a
95 °C por 60 minutos. Posteriormente, os tubos foram imediatamente resfriados em gelo para
bloquear a reacdo. Foram adicionados 0,25 mL de agua destilada e 1,25mL de n-butanol,
homogeneizando-se por mais 30 segundos. Os tubos foram centrifugados por 10 minutos a
4.000 r.p.m. e a leitura da fase organica foi realizada em espectrofotbmetro na absorbancia de
532nm. Os resultados foram expressos em nmol MDA/mg de proteina.

A atividade da enzima antioxidante GSH foi mensurada de acordo com o método modificado
por SEDLAK & LINDSAY, (1968)7. Ap6s a eutandsia dos animais, o figado foi
homogeneizado em tampédo KCI-EDTA resfriado (1,15%; 1:5; p/v). Em seguida, 400 puL
foram transferidos para um tubo contendo 400 puL de KCI-EDTA e 400 pL de TCA a 10%.
As amostras foram centrifugadas por 20 minutos a 2400 r.p.m. a 4°C. Foi coletado 100 pL do
sobrenadante e transferido para um tubo contendo 400 pL de tampédo TRIS-EDTA (500mM),
400 pL de agua destilada e 100 pL de DTNB (4mM em metanol). Apds 5 minutos de reacao,
a leitura foi realizada em espectrofotdmetro na absorbéncia de 412nm. Os resultados foram

expressos em nmol GSH/mg de proteina.
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Avaliacdo da presséo arterial e da frequéncia cardiaca

Os ratos foram cateterizados segundo Lahlou & Duarte (1998)8. Apds 24 horas de repouso
cirurgico, o catéter arterial foi conectado a um transdutor e o sinal de pressao registrado em
um sistema de aquisigédo de dados (modelo Power Lab 4/35, ADInstruments Pty Ltd, Castle
Hill, Australia). 30 minutos apds adaptacdo ao ambiente, foi mensurado a presséo arterial
sistolica (PAS), pressdo arterial diastélica (PAD) e freqliéncia cardiaca ( FC). A pressdo
arterial média (PAM) foi calculada através da formula: PAD + [(PAS-PAD)/3] e a freqliéncia

cardiaca (FC) foi obtida por derivacdo do sinal de PA.

Peso corporal, peso dos 6rgdos

Ao fim de 6 meses, 0s animais foram pesados, anestesiados e retirados o coracao, rins, figado
para determinacdo do peso Umido. Os coxins adiposos peri epididimal e retroperitoneal foram

pesados para calcular o indice de adiposidade (peso dos coxins/peso corporal) (Tabela 1).
Preparacdo dos anéis de aorta toracica

Os ratos foram anestesiados com pentobarbital sddico (50 mg/ kg, i.p.) e exsanglinados. A
aorta torécica foi removida, dividida em segmentos de 3mm de comprimento, imersos em
solucdo de Krebs Henseleit modificado, cuja composicdo (em mM): NaCl 118; KCI 4,7;
NaHCOs 25; CaCl2.2H20 2,5; glicose 11; KH2PO4 1,2; MgSO4.7H20 1,2 e EDTA 0,01;
gaseificada com mistura carbogénica (95% de O2 e 5% de CO2) .Para obtencéo do registro de
tensdo isométrica, cada anel vascular foi colocado em um sistema para 6rgéos isolados. Dois
fios de metal foram inseridos no limen das artérias. Um fio metalico foi fixado a parede do
banho e o0 outro conectado verticalmente ao transdutor de tensdo isométrica (Letica Scientific
Instruments, TRI-210) conectado a um sistema de aquisicdo de dados (Powerlab, Ad
Instruments). Os anéis de aorta toracica foram submetidos a uma tenséo de repouso de 1 g, a
qual foi reajustada a cada 15 minutos.

Protocolo experimental
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Ap0s estabilizacdo de 45 minutos os anéis foram contraidos com solucdo de KCI 75mM, onde
foi observado a maxima contracdo. A integridade endotelial foi avaliada pelo relaxamento
induzido pela acetilcolina (10 mM) nos anéis de aorta pré-contraidos com fenilefrina (FEN,
10 mM), onde a contracdo correspondeu a 50-70% da contragdo ao KCI. Quando o
relaxamento & acetilcolina foi maior do que 30%,foi considerado como demonstrativo da
integridade funcional do endotélio. Ap6s 60 min, realizaram-se as curvas de concentragdo-

resposta cumulativa para acetilcolina (Ach,lO'10 M -107 M) . A preparacdo foi lavada e ficou
em repouso durante 60 minutos realizando-se em seguida a curva concentracao-resposta

cumulativa para FEN (10'9 M-107 M). A preparacdo foi lavada até retornar aos valores basais,
foi pré-contraida com FEN (10 mM). Ao atingir o platd, foi realizada uma curva

concentracdo-resposta para nitroprussiato de sodio (NPS, 10 10n 10 M).

Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (e.p.m), n representa o
numero de animais utilizados em cada experimento. As curvas concentracdo resposta foram
analisadas por analise de variancia (ANOVA) a duas vias, seguida pelo pos- teste de
Bonferroni. Dados foram analisados pelo teste t de Student ndo pareado ou ANOVA a uma
via seguida do teste de Tukey (compara¢des multiplas) quando apropriado. Valores foram

considerados significativos quando p < 0,05.

Resultados
Caracteristicas das matrizes

A ingestdo alimentar (em gramas /dia) das matrizes submetidas a DHGL foi
significativamente (p< 0, 01) reduzida quando comparada ao controle. Entretanto, o grupo
DHGL+ pio teve a ingestdo similar ao controle (Figura 1). O consumo energético médio
(KJ) das matrizes controle, DHGL e DHGL+ pio foram semelhantes (p > 0,05) (Figura 1).
Porém, o consumo hidrico do grupo DHGL foi menor (p < 0,05) do que o grupo controle
(valores ndo mostrados).
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Os niveis de glicose das fémeas DHGL foram elevados (127,4 + 4,2 vs. 93,7 + 2,2 mg/dL
controle vs. 95,9 + 7,1 DHGL+pio ; p < 0,001) quando comparado aos demais grupos.
Triglicerideos, colesterol total e colesterol HDL foram similares.

Apbs 12 h de jejum as curvas de decaimento dos niveis plasmaticos de glicose foram
semelhantes (Figura 2A, ANOVA a duas vias). O mesmo comportamento foi observado no

teste de tolerancia a insulina (Figura 2B, ANOVA a duas vias).

Caracteristicas da prole

A massa corporal da prole de todos os grupos no desmame foram similares. Entretanto, a

partir da 6  semana, a massa corporal da prole DHGL foi maior (p< 0,001) do que a prole

controle. A partir da 9 @ semana, a massa corporal da prole DHGL+ pio foi menor (p< 0,001)
do que os outros grupos (Figura 4).

Aos 6 meses de idade, a prole DHGL apresentou niveis de triglicérides maior que o controle
(46,4 £ 4,7 vs. 16,4 £ 2,3 mg/dL, respectivamente). Esses niveis foram reduzidos na prole
DHGL+pio (22,6 £ 2,0 mg/dL). Os niveis plasméticos de glicose e colesterol total foram
similares nos trés grupos. A prole DHGL apresentou niveis de colesterol HDL (26,7 £ 1,6
mg/dL) similar ao controle (31,6 + 2,1 mg/dL). No teste de tolerdncia a glicose, a resposta
maxima para todos os grupos foi aos 15 minutos. Entretanto aos 15 e 30 minutos, 0s animais
DHGL apresentaram niveis glicémicos mais elevados (p<0,01) do que o grupo controle e
DHGL+ pio. No TTI ndo houve diferenca entre os trés grupos (Figura 3A e 3B). Os niveis

plasmaticos de insulina foram similares nos 3 grupos (figura ndo mostrada).
Quantificacdo de TBARs e GSH teciduais

A prole DHGL adulta apresentou niveis teciduais de TBARs maiores (p< 0,05) do que a
controle. O tratamento com pio reduziu esses niveis. Ainda, os niveis teciduais de GSH da

prole DHGL foram reduzidos (p< 0,05) quando comparados ao controle (Figura 5)
Pressdo arterial e freqUiéncia arterial das proles adultas de SHRs ndo anestesiados

Aos seis meses de idade, os valores de PAS, PAD e FC foram similares em todos 0s grupos
(Figura 6).
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Reatividade Vascular

Aos seis meses de idade as proles SHRs controle, DHGL e DHGL+pio ndo apresentaram
diferencas nas contragdes em resposta ao a-agonista fenilefrina (figura 7) e nem ao doador de
ON, nitroprussiato de sddio (figura 9). No entanto, houve prejuizo no relaxamento para
acetilcolina no grupo DHGL quando comparados ao grupo controle, que ndo foi melhorado

no grupo tratado com pio (figura 8).

Discussao

Neste trabalho n6s mostramos que uma dieta rica em lipideos (57,8%) mas baixa em
carboidratos, é capaz de promover uma hiperglicemia moderada nas matrizes que a
consumiram durante o periodo de gestacdo e lactacdo. Foi observado que a ingestdo
energética dos dois tipos de dieta (padrdo e DH) foi similar em todas as proles no periodo da
gestacdo, mas no periodo de lactacéo - fase critica do desenvolvimento do neonato - houve
um aumento significativo desde a primeira semana, na ingestdo energética das matrizes que
consumiram DH, o que poderia explicar algumas modificacdes metabdlicas encontradas na
prole como a hipertrigliceridemia e 0o aumento do estresse oxidativo. O acumulo de
metabdlitos de lipideos nos tecidos pode contribuir para a reducdo da sensibilidade a insulina,
entretanto neste trabalho ndo houve diferencgas nos niveis de insulina entre as proles dos
varios grupos experimentais, o que nao significa que a sinalizacdo para insulina ndo esteja
prejudicada, uma vez que se trata de ratos SHR. A pioglitazona é uma tiazolidinadiona que
tem alta afinidade pelo PPARy que tem uma forte relagdo com doengas metabdlicas como o
diabetes, a obesidade e exerce um papel importante na fisiopatogenia vascular 9. Este farmaco
é muito utilizado para reduzir a hiperglicemia no diabetes tipo 2, sendo reportado por baixar a
pressdo arterial e promover outros beneficios cardiovasculares. As tiazolidinadionas sdo
também conhecidas por atuar sobre a 6xido nitrico sintase induzivel (INOS) e sobre as
ciclooxigenases, inibindo o processo inflamatorio 100 aumento nos niveis de TBARS
tecidual encontrado em ratos da prole DHGL pode esta diretamente ligado ao aumento do
estresse oxidativo pela producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), NADPH oxidase e

citocinas pré-inflamatorias que contribuiriam diretamente para o agravamento da disfuncéo

endotelial encontrada em ratos da cepa SHR1112

foi capaz de proteger as matrizes e a prole expostas a DH, ocorrendo reducdo do estresse

. Nossos achados mostram que a pioglitazona

oxidativo. Resultados semelhantes foram encontrados em ratos diabéticos®S,
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Interessantemente, os niveis de colesterol sdo baixos nesta linhagem e a DH ndo foi capaz de
aumenta-los, aparentemente a linhagem SHR apresenta resisténcia para o desenvolvimento de

uma hipercolesterolemia, o que é corroborado por outros autores'*. O consumo da DH pelas
matrizes ndo estabeleceu uma franca obesidade, embora sejam encontrados valores de gordura

epididimal maiores que na prole cujas matrizes consumiram dieta padrdo isocalérica. E
possivel que no envelhecimento desses animais, 0 ganho de massa corporal e de gordura nos
coxins epididimais tendam a refletir um trago de obesidade mais evidente. As consequéncias

da exposicdo a elevados niveis de lipideos sobre a funcdo endotelial sdo bastante

documentadas *>*® , mas em nosso trabalho, foi observado que houve prejuizo apenas do

relaxamento dependente do endotélio, enquanto que ao utilizar o doador de NO foi mostrado
que ndo houve diferenca entre as respostas das artérias dos trés grupos. Dessa forma, pode-se
inferir que a dieta ndo foi capaz de modificar a resposta vasodilatadora ao NPS, mas pode-se
dizer que a dieta pode promover efeitos deletérios sobre o relaxamento vascular, os quais
podem estar associados a uma menor disponibilidade de fatores relaxantes, como o ON, ou
ser associada a um desequilibrio existente entre fatores contrateis, como os derivados do
metabolismo do &cido araquiddnico e o sistema renina angiotensina. Estudos anteriores ja

foram capazes de demonstrar diminuicdo no relaxamento endotélio-dependente em ratas

prenhes submetidas a DH e na prole diabética’®® que contribuem para o estabelecimento de

um quadro de hipertensao arterial. No nosso modelo, a PAS que ja é cerca de 200 mmHg,

aparentemente ndo foi agravada ou ja se encontra no platé. Aparentemente, a exposi¢do a DH
ndo foi capaz de desencadear mais precocemente uma insuficiéncia cardiaca. Entretanto, ndo
deve ser perdido de vista que a maioria das DH também tem elevados niveis de carboidratos,

0 que possivelmente possa explicar o aumento de PA em ratos normotensos”. Em ratos Wistar
anestesiados, foi mostrado que a DH com elevadores teores de carboidrato reduz os niveis

pressoricos e a sensibilidade dos barorreceptoreszo. Boss et al (2013) observaram que SHR
alimentados como uma dieta com teor similar ao que usamos em lipideos e com 2,2% em

carboidratos, reduziu a PA e a hipertrofia cardiaca®. Outro estudo com SHR alimentados com
uma DH contendo 40% de lipidios durante 9 semanas, apresentaram diminuicdo do
relaxamento vascular dependente do endotélio, reducdo da PAM e prejuizo na resposta
barorreflexa®2. Os resultados obtidos no presente estudo, necessitam de aprofundamento em
algumas questdes que se iniciam no modelo utilizado, tdo complexo quanto a prépria etiologia

da hipertensdo humana. Outro grande questionamento € se os niveis de carboidratos utilizados
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na nossa dieta sdo suficientes para desmascarar efeitos que sdo vistos no consumo de outras
dietas ricas em carboidratos, encontradas na literatura. Um aprofundamento sobre o
envolvimento das ciclooxigenases e da insulina na resposta vascular do modelo utilizado é
necessario.
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Figura 1 - Média da ingestdo dietética (painel superior) e consumo energetico (painel
inferior) das matrizes que receberam dieta controle (C), dieta hiperlipidica (DHGL) e dieta
hiperlipidica + pioglitazona por via oral no periodo de gestacéo e lactacdo (DHGL+pio). Os
resultados sdo apresentados como média = e.p.m.; * p < 0,05 ; **p < 0,01 (ANOVA duas
vias); n = 6 ratos por grupo.
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Figura 4: Curso temporal pdés-desmame das proles de ratos espontaneamente hipertensos

expostos, durante a fase de gestacéo e lactacéo, a dieta padrdo (Controle), dieta hiperlipidica
(DHGL) e dieta hiperlipidica+pioglitazona (DHGL + pio). Os resultados sdo apresentados como
medi a+ EPM. "p<0,001 a-c; TTp< 0,001 b-c. ANOVA (duas vias): n= 6 animais por grupo.
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Parametros

Controle DHGL DHGL+ pio

Coracao umido (mg) 1385,0 + 19,0 1431,0 £ 45,0 1296,0 + 83,0

Rim direito (mg) 1300,0 + 22,0 1400,0 + 30,0 1273,0 £ 55,01

Rim esquerdo (mg) 1384,0 + 13,0 1487,0+42,0 1307,0 + 58,07

Gordura retroperitoneal 653,0 £ 57,0 728,0+42,0 649,0 + 93,0

Gordura epididimal (mg) 773,0+£56,0 1099,0 + 37,0 825,0 + 96,0

14,0+0,5 14,0+0,2 14,0 +0,6

441

442 Tabela 1: Pardmetros anatdbmicos das proles expostas a dieta padrdo (Controle), dieta
hiperlipidica durante a gestacéo e lactacdo (DHGL) e dieta hiperlipidica + pioglitazona

443 (DHGL+pio) aos 6 meses de idade. Os resultados sdo apresentados como media + e.p.m. * p<0,05;

*

p<0,01; "p<0,001; T p<0,05; Tp<0,01
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Figura 6: Comparacdo dos niveis de pressao arterial sistolica (PAS), pressao arterial diastolica
(PAD) e pressdo arterial média (PAM) da prole adulta (6 meses) de ratos espontaneamente
hipertensos, ndo anestesiados, expostos durante a gestacao e lactacdo a dieta padréo (Controle)
dieta hiperlipidica (DHGL) e dieta hiperlipidica + pioglitazona (DHGL + pio). Os resultados s&o

apresentados como média+ e.p.m.; n = 6 ratos por grupo.
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Figura 7: Resposta contrétil a doses crescentes de fenilefrina em anéis de aorta toracica com
endotélio oriundos de proles adultas expostas a dieta padrdo (Controle), dieta hiperlipidica
(DHGL) e dieta hiperlipidica + pioglitazona (DHGL+ pio) durante a gestacdo e lactagcdo. Os
resultados sdo apresentados como porcentagem da contracdo ao KCI. Os dados foram expressos
como médiate.p.m. *p>0,05. (ANOVA a duas vias), n= 8 animais por experimento.
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Figura 9: Relaxamento dose-dependente ao nitroprussiato de sédio, em anéis de aorta toracica
com endotélio, oriundos de proles adultas expostas a dieta padrdo (Controle), dieta hiperlipidica
(DHGL) e dieta hiperlipidica + pioglitazona (DHGL+ pio) durante a gestacdo e lactagdo Os

resultados sdo apresentados como média + e.p.m. p>0,05 (ANOVA aduas vias); n=38
animais por experimento.



