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RESUMO

Introducao: Processos patoldgicos como a hipertrofia cardiaca (HC) e o préprio diabetes
(DM) geralmente progridem com prejuizo das defesas antioxidantes e aumento do
estresse oxidativo (EO). N&o obstante, a compreensdo sobre estas doencas durante a
gestacdo e lactacdo, bem como seus impactos na prole ainda ndo séo claros. Objetivo:
Avaliar a influéncia da HC e hiperglicemia materna sobre o perfil metabdlico e
inflamatorio cardiaco da prole adulta. Metodologia: Para isto foram desenvolvidos dois
protocolos experimentais: i) fémeas com HC induzida pelo isoproterenol (ISO, 50
mg/Kg); ii) fémeas com hiperglicemia induzida pela estreptozotocina (STZ, 50 mg/Kg).
Ao final da gestacdo e lactacdo, foram avaliadas as proles de ratos (n=6-8 animais por
grupo experimental) quando adultos. Todos os protocolos utilizados foram aprovados pelo
Comité de Etica e Pesquisa Institucional, UFPE (Processo n® 23076.006578/2014-03).
Resultados: A prole adulta exposta a HC materna durante gestacao e lactacao, apresentou
um quadro cléssico de intolerancia a glicose, bem como aumento da frequéncia cardiaca
(FC), maior area de seccao transversal dos cardiomidcitos e maior deposi¢édo de colageno.
Por sua vez, a exposicdo a hiperglicemia materna, impactou na prole alteracbes
biométricas (reducéo do peso corpdreo, em todas as idades avaliadas) e no perfil lipidico
(aumento dos niveis de triglicerideos (TG), colesterol total (CT), LDL-c e reducdo nos
niveis de HDL. Além disso, induziu disfuncéo beta-adrenérgica, alterac@es significantes
na FC, bem como incremento do EO, caracterizado por aumento da producédo de EROS,
nitritos e prejuizo nas defesas antioxidantes. A exposicdo a hiperglicemia materna
resultou em aumento da expressao do RAGE/NOX4 no coragédo da prole, bem como HC
e aumento da deposicdo de colageno. Conclusdo: Nossos resultados sugerem que
alteracdes ocorridas durante o periodo de gestacao e lactacdo, em decorréncia da presenca
de HC e /ou DM, se reproduzem na prole, precipitando um quadro inflamatério que pode

ser a génese das alteracdes cardiometabolicas.

Palavras-chave: hipertrofia cardiaca; diabetes gestacional; prole.



ABSTRACT

Introduction: Pathological process such as cardiac hypertrophy and diabetes itself
usually are accompanied by impairment of the antioxidants systems and increase of the
oxidative stress. One the other hand, comprehension about these diseases during the
pregnancy and lactation, as well their impact on adult offspring, remain unclear. Aim: To
evaluate the influence of the maternal cardiac hypertrophy and maternal hyperglycemia
in both, metabolic and cardiac parameters. Methods: Two experimental protocols were
developed: i) female rats with cardiac hypertrophy induced by ISO, ii) female rats with
diabetes induced by STZ. At the end of the gestation and lactation, adult offspring rats of
both experimental protocols (n = 6-8 animals per experimental group) were evaluated.
All experimental protocols were approved by the Institutional Animal Care and Use
Committee at UFPE (approval reference number: n® 23076.006578/2014-03). Results:
The adult offspring exposed to maternal hypertrophy, during gestation and lactation,
developed glucose intolerance and pronounced changes in the lipid profile. Besides that,
in the same protocol, the offspring showed an increased in the transversal cross-sectional
area of cardiomyocytes, as well a higher deposition of collagen. Likewise, maternal
hyperglycemia induced impairment of the biometric parameters and of the lipid profile in
the second protocol. In addition, contributes to beta-adrenergic dysfunction and heart rate
impairment. In the same way, maternal hyperglycemia exposure, results in increased of
the oxidative stress, as well upregulation of RAGE/NOX4 pathway in the heart which
results in cardiac hypertrophy and increased of collagen levels. Conclusion: Our results
suggest that alterations during gestation and lactation, due to the presence of cardiac
hypertrophy and/or diabetes, reproduce in the offspring, precipitating an inflammatory

profile that may be the genesis of cardiometabolic alterations.

Key-words: cardiac hypertrophy; gestational diabetes; offspring.
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1. INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares (DCVs) representam um dos maiores problemas de
salde publica, estima-se que no ano de 2030, cerca de 23,3 milhdes de mortes no mundo
serdo registradas devido a essas doencas (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014).
Dentre as complicagOes cardiovasculares, a hipertrofia cardiaca (HC) constitui um evento
em potencial (BERNARDO et al., 2010), senda associada a diversos processos
patoldgicos, como o proprio diabetes mellitus (DM) (LI1U et al., 2012). Nédo obstante, os
mecanismos moleculares envolvidos na HC e/ou DM, durante a gestacéo e lactagéo, ainda

nao sao claros.

A HC constitui um mecanismo adaptativo do coracdo em situacdes de sobrecarga
funcional (BERNARDO et al., 2010). Alteracbes hemodinamicas persistentes, cursam
com aumento da massa cardiaca, alteracfes estruturais e funcionais dos cardiomidcitos,
bem como fibrose intersticial (GARG; KANNA, 2014). E importante salientar que a
cardiomiopatia hipertrofica constitui um risco em potencial durante a gestacdo
(TANAKA et al, 2014). Diversos estimulos contribuem para o processo hipertréfico,
como a hipertensdo arterial cronica, o infarto agudo do miocéardio, a isquemia associada
a distarbios na artéria coronaria, a insuficiéncia valvular, a miocardite, a cardiomiopatia
hipertrofica de origem familiar e a cardiomiopatia diabética (CMD) (LIPDS, 2003;
HEINEKE & MOLKENTIN, 2006).

Por sua vez, o DM esta implicado em alteracdes estruturais e funcionais do
coracdo que sdo independentes da hipertensdo, doenca da artéria coronaria ou de outra
patologia cardiaca, o que suporta a existéncia da CMD, conhecida como uma complicagdo
do diabetes manifestada por disfuncéo diastélica seguida de anormalidades na funcédo
sistdlica (WATANABE et al.,, 2010). A maioria das gestacbes complicadas pela
hiperglicemia sdo resultantes de um diabetes gestacional (87%) ou pré-gestacional (7,5%)
representando um ambiente intrauterino hostil para o desenvolvimento do feto. Quando
o diabetes é pre-gestacional ocorre uma elevacdo nos casos de malformacgdes congénitas
que afetam o coragdo e que conduzem a mortalidade perinatal. (DOWLING et al 2014).
Vérias evidéncias epidemioldgicas e experimentais sustentam a hipotese que as condi¢des
do ambiente uterino interferem no desenvolvimento fetal e isto poderia estar relacionado
ao aparecimento de DCVs na idade adulta (BARKER, 1989; WEST, 2010; CAPRA,
2013).



17

E bem conhecido que, o desenvolvimento de diversos processos patoldgicos,
como a HC (HERMANN et al., 2014) e o DM (DAMASCENO et al., 2013), sédo
acompanhados de reducéo das defesas antioxidantes e aumento do estresse oxidativo
(EO). Reddy e colaboradores (2015), utilizando modelos de infarto do miocérdio,
observaram reducdo dos niveis de superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
glutlationa reduzida, além do aumento da producdo de espécies reativas de oxigénios
(EROS). Néao obstante, Moridi et al (2015), em modelos de diabetes induzido por
estreptozotocina (STZ, 60mg/kg), observaram diminuicdo da atividade antioxidante total

em situacOes de hiperglicemia.

Dentre os modelos experimentais de HC, aqueles que induzem dano cardiaco
através da administracdo do isoproterenol (ISO), um agonista ndo-seletivo do receptor
beta-adrenérgico (GARG; KANNA, 2014), bem como os modelos de inducao do diabetes
pela STZ, um agente diabetogénico, (DEEDS et al, 2011) constituem alvos em potencial
no estudo dos processos de adaptacdo miocardica na presenca desses agravos. Contudo,
sdo parcos os estudos que relacionam a presenca destes distdrbios durante a gestacdo e
lactacdo, bem como o impacto destes sobre alteracBes metabolicas e morfologicas na

prole adulta.
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2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Programacao fetal

Evidéncias epidemioldgicas e experimentais, sustentam a hipoOtese de que a
exposicdo a um ambiente desfavoravel, durante periodos criticos e/ ou sensiveis do
desenvolvimento, estaria associada ao aumento do risco de aparecimento de doengas na
idade adulta (BARKER, 1998; CAPRA et al., 2013; HANSON; GLUCKMAN, 2015;
RAMOS-ALVES et al., 2012; SECO; MATIAS, 2009). Estudos pioneiros como os do
Dr. David Barker e colaboradores, com base em ensaios geograficos, sugeriram uma
positiva correlagdo entre mas condi¢des nutricionais na gestacao e na infancia, baixo peso
ao nascimento e 0 aumento da incidéncia de DCVs em individuos adultos (BARKER,;
OSMOND, 1986; BARKER et al.,, 1989). Tais observacdes, contribuiram para
formulagio da “hipotese de Barker" (BARKER, 1995), posteriormente denominada como
“teoria da origem fetal de doencas do adulto” (BARKER, 2007).

Diversos grupos de pesquisa, relacionaram o fator causal “baixo peso ao nascer”
(BPN), ao aparecimento de hipertenséo arterial (DAVIES et al., 2006), disfungéo vascular
(LEESON et al., 2001), DM (HALES et al., 1991), resisténcia a insulina (ERIKSSON et
al., 2002; PETTITT; JOVANOVIC, 2007), dislipidemias (DAVIES et al., 2004),
alteracdes renais (TRAN et al., 2008), alteracdes hepaticas (ERIKSSON et al., 2007),
alteracdes dsseas (SZATHMARI et al., 2000) e distarbios psiquiatricos (ABEL et al.,
2010; THOMPSOM et al., 2001). Evidéncias na literatura, permitem correlacionar a
variavel peso ao nascimento, como uma resposta de carater genética, em detrimento da
exposicdo ao ambiente perinatal adverso. Contudo, € importante destacar que a variavel
BPN néo seria apenas um fator preditivo e/ou determinante na génese de doencas na vida
adulta, mas uma resposta frente a estimulos adversos (KARA CALKINS; SHERIN;
DEVASCAR, 2011).

Outro conceito difundido na literatura faz referéncia a “Hipotese do Genotipo
Poupador”, a qual refere-se ao fato que, algumas populacGes poderiam apresentar uma
maior predisposicdo génica relacionada a resisténcia a acdo da insulina, caracterizando
uma resposta adaptativa e benéfica, em ambientes de escassez alimentar (NEEL, 1962).
No entanto, é importante salientar que respostas puramente genéticas e que nao tem
influéncia do meio, ndo configuram um correlato biologico verdadeiro (SILVEIRA, et
al., 2007).
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Ainda nessa perspectiva, uma segunda vertente, denominada de hipotese do
fenotipo poupador “the thrithy phenotype hypothesis”, propde que o feto seria capaz de
se adaptar a condic¢des intrauterinas adversas (em termos nutricionais), priorizando 6rgéos
vitais em detrimento de outros 6rgdos periféricos. Nesse contexto, a resisténcia insulinica
e o diabetes tipo 2, resultariam de uma adaptacao fetal poupadora de insulina, em resposta
a glicemia materna, como forma de antecipar alteragdes presentes no ambiente pds-natal
(HALES, BARKER, 1992), ndo obstante, estas alteracbes ndo foram explicadas em
termos genéticos (GLUCKMAN; HANSON, 2004). Numa extensdo dos conceitos até o
momento apresentados, estes pesquisadores propuseram a hipltese da Resposta
Adaptativa Preditiva (RAP), na qual o feto seria capaz de alterar a atividade celular em
detrimento da exposicdo a determinantes ambientais; por exemplo, em condi¢des

adversas, contribuindo para a expressdo fenotipica de doencas.

Sendo assim, o conceito da programacéo fetal inicialmente proposto por Lucas
(1991) fundamenta-se na premissa da plasticidade relacionada ao desenvolvimento
“developmental plasticity”, com base na Hipotese das Origens Desenvolvimentistas da
Salde e da Doenca "Developmental Origins of Health and Diseases - DOHaD", na qual
um simples gendtipo, frente a estimulos aplicados em periodos sensiveis do
desenvolvimento, tais como aqueles observados no ambiente intrauterino e/ou perinatal,
poderia originar diferentes fendtipos "plasticidade fenotipica”, os quais seriam expressos
como alteracdes tanto a nivel celular, no que diz respeito a0 numero, estrutura,
organizacao e proliferacdo de células, alteracbes na acetilacdo de histonas, na metilagdo
do éacido desoxirribonucleico (DNA), bem como alteragdes estruturais e/ou funcionais
permanentes em diversos 0Orgaos e tecidos (SILVEIRA et al.,, 2007; HANSON;
GLUCKMAN, 2008; HANSON; GLUCKMAN, 2015).

Embora os primeiros estudos enfatizem o aspecto nutricional e tenham como
base estudos de coorte populacionais, diversos modelos experimentais tém sido
desenvolvidos, a fim de elucidar os mecanismos relacionado a génese das doencas

programadas no ambiente intrauterino.
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2.2 Hipertrofia cardiaca

A gravidez constitui um risco em potencial para mulheres com HC. E estimado
que 0,5-4% das gestacOes em paises desenvolvidos, cursam com doencas do aparelho
cardiovascular (REGITZ-ZAGROSEZ et al., 2011). A HC constitui um mecanismo
adaptativo do coracdo, em resposta ao aumento de sua atividade ou sobrecarga funcional
(BERNARDO et al., 2010). O processo de adaptagdo cardiaco pode ocorrer em situa¢es
de sobrecarga de pressdo e volume, aumento das necessidades metabdlicas ou resultante
de mecanismos intrinsecos de natureza genética (ex. hipertrofias idiopaticas) (MILL et
al., 2001), ocasionando um aumento da massa do miocardio (ZAK, 1984). A HC pode ser
classificada como hipertrofia fisiologica “adaptada” ou patoldgica “descompensada”. A
primeira € resultado de uma alteracdo hemodinadmica transitéria, como por exemplo
aquelas observadas no crescimento do coragdo logo apds o nascimento, na gestacao e em
atletas. Por outro lado, a hipertrofia patolégica € decorrente de sobrecargas
hemodindmicas persistentes, como resultado de um quadro hipertensivo,
comprometimento valvular, infarto do miocardio ou cardiomiopatias (MILL, 2001;
OLIVEIRA; KRIEGER, 2002; FERNANDES; SOCI; OLIVEIRA, 2011). Desta forma,
ambas as classificagdes cursam com aumento da massa cardiaca, todavia a hipertrofia
patologica é tipicamente associada a alteracbGes estruturais e/ou funcionais dos
cardiomiécitos (CMs), assim como, da matriz extracelular (LEVY et al., 1990),
representando um indicador de grande relevancia no risco de morbimortalidade
cardiovascular (KANNEL; LEVY; CUPPLES, 1987; NICHTOVA et al., 2012).

A HC fisioldgica e patoldgica pode ser classificada, de acordo com o padrao
estrutural cardiaco hipertréfico, em hipertrofia concéntrica (HCC) ou excéntrica (HCE)
(Figura 1). A HCC ¢é caracterizada por aumento da massa e espessura das camaras
cardiacas, na auséncia ou ndo de reducéo da cavidade ventricular, bem como pela adigéo
dos sarcémeros em paralelo e CMs mais espessos. Nao obstante, a HCE é caracterizada
por aumento da massa e da cavidade ventricular, com adigdo de sarcomeros em série e
neste caso, 0 comprimento dos CMs se sobressai em relacdo a espessura (GROSSMAN;
JONES, McLAURIN, 1975, apud BERNARDO et al., 2010; PLUIM et al., 2000).

Dentre as DCVs, a hipertrofia ventricular esquerda (HVE) é caracterizada por
um conjunto de alteracGes estruturais decorrentes do aumento das dimensdes dos CMs

(sem diviséo celular), da proliferagdo do tecido conjuntivo intersticial e da rarefagéo da
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microcirculacdo coronariana (WOLLERT, 2002; WOLLERT; DREXLER, 2002).
Durante o crescimento hipertréfico do miocardio, além das alteragdes mencionadas
anteriormente, ocorrem modificacdes no padrdo de expressdo de algumas proteinas
contrateis para isoformas do padrdo fetal e também a re-expressdo de proteinas da
programacéo fetal. A sobrecarga hemodinamica também induz a re-expressdo de genes
fetais cardiacos, tais como o peptideo natriurétrico atrial e a isoforma da a-actina
(SWYNGHEDAUW, 1999).

Hipertrofia

Fisiologicas: |
Concéntrica

Exercicios de Forga;
Patolégicas:
Hipertensao

Coragdo
Normal Sobrecarga de
Pressdo f—————

O =
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Figura 1. Diferentes estimulos induzem diferentes formas de HC (Adaptado de
Bernardo et al., 2010).

Os modelos animais de hipertrofia tém sido amplamente utilizados na inducéo
de hipertrofia patoldgica. Alguns modelos induzem sobrecarga de presséo (ex. constri¢éo
e/ou bandagem da aorta), sobrecarga de volume (shunt da aorta/veia cava) e a utilizagdo
de substancias vasoativas na inducdo da hipertrofia, como a angiotensina Il. Dentre 0s
varios modelos experimentais de HVE os mais utilizados induzem alteragdes nos niveis

pressoricos, provocando uma sobrecarga ventricular (MILL, 2001). Todavia, é possivel
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induzir HVE através de mecanismos ndo-pressoricos ou humorais como administracao
de ISO, um agonista beta-adrenérgico ndo-seletivo (TAYLOR; TANG, 1984).

Os CMs expressam receptores beta (B-AR) e az-adrenérgicos. A estimulagcdo dos
B-AR induz aumento da atividade da proteina G estimulatéria (Gs), ativacao da adenilato
ciclase e subsequente ativacdo da proteina quinases-A (PKA), e da p38-MAPK (DASH
et al., 2003). A estimulacédo cronica dos B-AR pela administracdo de I1SO, induz aumento
da massa cardiaca, alteragdes na estrutura / funcdo dos CMs, alteragdes na matriz
extracelular, as quais culminam com insuficiéncia cardiaca (IC) (CAMPQOS, 2006).
Ademais, a estimulacdo dos B-AR pelo ISO estd associada a uma maior ativacao do
sistema renina angiotensina aldosterona (RAJURADAI; PRINCE, 2007), aumento do EO
(ZHANG et al., 2005), aumento da expressdo de fatores fibrogénicos como o fator de
crescimento do tecido conectivo (CTFG) e supra-regulacdo da enzima nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) — oxidase (MA et al., 2011). Os modelos
experimentais de HVE por ISO induzem alteragdes na estrutura e fungéo cardiaca, devido
ao aumento da resposta inflamatoria e prejuizo nas defesas antioxidantes, além da
sobrecarga de céalcio. Esses eventos contribuem para apoptose e necrose dos CMs, e
consequentemente danos cardiacos (GARG; KANNA, 2014; HERMANN et al., 2014).

Nessa perspectiva (ver Figura 2), o ISO promove aumento da expressao do fator
de transcricdo nuclear kappa B — (NF-kB), via aumento da expresséo de interleucina 18
(IL-18) (CHANDRASEKAR et al., 2004). O ISO também contribui para 0 aumento do
EO, via estimulacdo do fator de necrose tumoral- alfa (TNF-alfa), IL-1p e IL-6, através
do aumento dos niveis do AMPc, os quais promovem deposicao de colageno e apoptose
cardiaca. E importante salientar que a inducfo da HVE por ISO induz um desequilibrio
fisiolégico entre a producao de radicais livres e substancias antioxidantes (RAJURADAI,
PRINCE, 2007). Desta maneira, ocorre disfuncdo cardiaca, aumento da peroxidagdo
lipidica, alteragdes nos niveis de marcadores cardiacos e de enzimas antioxidantes
(BHIMJI; McNEILL, 1989 apud GOYAL et al. 2010; KUMAR; MENON, 1992; LOH
et al. 2007; GARG; KHANNA 2014). Além disso, o ISO promove incremento dos niveis
de célcio ao nivel dos CMs, devido a superestimulagdo dos miofilamentos cardiacos,
aumento da forca de contragdo e aumento da degradacgéo do adenosina trifosfato (ATP).
Diversos estudos relacionam o aumento dos niveis de monofosfato de adenosina ciclico
(AMPc) com a concentraco intracelular de Ca?* (GENG et al., 1999; TOKGOZOGLU,

2009). Ademais, o acimulo de sodio (Na*) intracelular, resultante da reducéo da atividade
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da Na'/K* ATPase, e ativacio do trocador Na*/Ca?*, contribuem para o aumento dos
niveis de Ca?* durante a estimulagio adrenérgica induzida pelo ISO em cultura de CMs
(RAMOS; COMBS; ACOSTA, 1984 apud GARG; KHANNA 2014).

Meio Extracelular
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Lipidica / 4 TBARS

A atividade do NF-kB_
4 TNF-¢i, IL-1B l *+ EROS
+ |n(:“é‘;3|g‘: de 1 Deposigdo de
coldgeno
inilirr;ggasrias 4 Apoptose

S

)  DANO CARDIACO

lj' Nicleo

Meio Intracelular

Figura 2. Ativacao dos receptores beta-adrenérgicos medeia toxicidade cardiaca através
do EO e ativacdo de cascatas inflamatorias.(Adaptado de, GARG; KANNA, 2014).

Legenda: ISO: isoproterenol; B:AR: receptor beta adrenérgico; PIK3Y': fosfatidil inositol 3 quinase; NF-
kB: fator de transcri¢do nuclear B; TNF-alfa: fator de necrose tumoral alfa; IL-1p: interleucina 13; EROS:
espécies reativas de oxigénio; AMPc: adenosina monofosfato ciclico; PKA: proteina quinase A; MAPKS:

proteina quinase depentende de AMPc; CAMKS: proteina quinase dependente de calmodulina; IGF-1:
fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1; TBARS: substancia reativas ao acidos tiobarbitdrico;

AT1: receptor para angiotensina do tipo 1.

Embora os modelos de HC induzidos pelo 1SO representem uma importante
ferramenta experimental, estudos que correlacionem o processo hipertréfico cardiaco
durante a gestacéo e lactacdo, e o impacto dessas alteragOes na prole adulta sdo parcos.
Nesse sentido, investigar os mecanismos relacionados a HC no periodo perinatal
contribuiria para elucidar os mecanismos relacionados a génese das doencas programadas

no ambiente intrauterino.
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2.3 Diabetes

O DM caracteriza-se por uma hiperglicemia crénica com alteragdes no
metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas, e sua incidéncia estd intimamente
relacionada a eventos cardiovasculares em individuos diabéticos (JIANG-WHEN et al.,
2012). Pacientes com DM apresentam risco aumentado de morbimortalidade cardiaca,
independente de outros fatores de risco, tais como hipertensdo e distdrbios da artéria
coronédria (GARCIA-TOUZA; SOWERS, 2012), bem como maior prevaléncia de
cardiomiopatia diabética (CDM) (ACAR et al., 2011; GIANNETA et al., 2012).

A classificacdo etiolégica do DM compreende quatro categorias clinicas:
Diabetes mellitus tipo 1 (DM1), Diabetes mellitus tipo 2 (DM2), Diabetes mellitus
gestacional (DMG), bem como outros tipos especificos de DM. O DM1 acomete cerca
de 5 a 10% dos pacientes com DM e é proveniente de uma destruicdo a nivel pancreéatico
das células beta das ilhotas de Langherans, por processos de natureza autoimune ou
idiopética, ocasionando deficiéncia absoluta na producédo de insulina. O DM2 é a forma
presente em 90-95% dos casos, e caracteriza-se por defeitos na agdo e secrecdo de
insulina (AGUIRE, 2013; DIRETRIZES DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DIABETES, 2009).

A definicdo do DMG proposta pela American Diabetes Association (2015) e
pela Internacional Diabetes Federation (2013), definem o DMG como qualquer nivel de
intolerancia a carboidratos, o que leva ao desenvolvimento de um quadro hiperglicémico
cuja gravidade é variavel, com inicio ou diagndstico durante a gestacdo e que pode ou
ndo se manter apos este periodo. A prevaléncia do DMG descrita pelas Diretrizes da
Sociedade Brasileira de Diabetes (2009) é de aproximadamente 1-14%, caracterizando
este evento como um potencial problema de saude publica em nosso pais. Estima-se que
cerca de 15 - 20% das mulheres durante a gestacdo sdo acometidas por este distdrbio
metabdlico e estes valores estdo diretamente relacionados com as taxas de
morbimortalidade perinatal (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2015,
DIRETRIZES DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES; 2009; SIBAI; ROSS,
2010).

Nesse contexto, 0 DMG representa uma das principais manifestacdes clinicas
durante a gestacdo. Os valores glicémicos maternos recebem influéncia de diversos
fatores, tais como o aumento das necessidades fisioldgicas, 0 que impde ao pancreas

materno, uma maior producdo de insulina, a fim de manter os niveis de glicose estaveis e
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fornecer aporte de nutrientes ao feto. Os hormonios placentarios, tais como o (horménio
lactogénio placentario humano, horménio do crescimento placentario humano,
progesterona e estrogénio), também interferem na utilizacdo da glicose e sensibilidade
insulinica. Ademais, a ingesta caldrica e adiposidade materna (papel do tecido adiposo
como Orgdo endocrino, aumento dos niveis de TNF-alfa, adiponectina e resistina)
contribuem no quadro de resisténcia a insulina durante a gestacdo (LAPPAS et al., 2005;
SFERRUZZI-PERRI et al., 2011).

A maioria das gestacdes complicadas por diabetes sdo resultantes de um diabetes
gestacional (87%) ou pré-gestacional (7,5%) representando um ambiente intrauterino
hostil para o desenvolvimento do feto. Quando o diabetes é pré-gestacional ocorre uma
elevacdo nos casos de malformac6es congénitas que afetam o coracgdo e que conduzem a
mortalidade perinatal. Entre essas malformacdes, a cardiomiopatia hipertrofica € comum
(DOWLING et al., 2014).

Modelos de diabetes experimental tém sido descritos em uma grande variedade
de animais (CHETA, 1998; McNEILL, 1999; REES; ALCOLADO, 2005). Nessa
perspectiva, um dos modelos mais utilizados na experimentacdo animal, sdo o0s roedores,
em especial os animais da linhagem Wistar. Dentre as caracteristicas desse modelo,
destaca-se a susceptibilidade aos agentes farmacolégicos mais utilizados na inducdo do
DM, o curto periodo de prenhez e a multiparidade. Tais peculiaridades permitem estudar
os efeitos do DMG tanto nas fémeas, quanto no impacto da hiperglicemia nas suas
geracOes (SZKUDELSKI, 2001).

O DM pode ser induzido experimentalmente por inducdo cirdrgica
(JAWERBAUM; WHITE, 2010), inducdo farmacoldgica (DICKINSON et al., 1991;
McNEILL, 1999; SZKUDELSKI, 2001), exposicao a patogenos (REID, 1981), alteracbes
dietéticas (HEARD; TURNER, 1967; EL AOUFI et al, 2007), além da utilizacdo de
modelos com alteracdes genéticas ou espontaneas, animais transgénicos e knock-out
(REES; ALCOLADO, 2005). Entretanto, a utilizacdo de agentes farmacol6gicos como o
aloxano e a STZ, constituem um método de facil obtencéo e resultados similares aqueles
observados no quadro diabético (SZKUDELSKI, 2001). Contudo, uma das desvantagens
da inducdo quimica, consiste no fato que os componentes imunoldgicos e/ou genéticos
presentes no DM, encontram-se ausentes (JAWERBAUM; WHITE, 2010; BUGGER,;
ABEL, 2009).
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A STZ é um antibi6tico de largo espectro isolado a partir da cepa Streptomyces
achromogenes. A utilizagdo deste farmaco na clinica é restrita ao carninoma metastatico
ao nivel das ilhotas pancredticas. Sua estrutura molecular, 2-deoxi-2(3-(metil-3-
nitrosoureido)D)-glicopiranose, destréi  seletivamente as células [B-pancreaticas,
promovendo sua degranulacdo parcial. Nesse contexto, diversos mecanismos tém sido
propostos a fim de elucidar os mecanismos pelo qual a STZ exerce um papel
diabetogénico (RAKIETEN; RAKIENTEN; NADKARNI,1963).

Um dos possiveis mecanismos de acdo pelos quais a STZ induz deplecao das
células B-pancreaticas, poderia ser via GLUT2 (transportador de glicose nas células
pancredticas) e consequente alquilacdo do DNA e morte destas células (McNEILL, 1999).
A ndo-especificidade deste transportador, foi associada a dano induzido pela STZ em
outros tecidos, tais como figado e rim (IMAEDA et al., 2002; LENZEN, 2008). Outros
mecanismos tém sido relacionados a sua acao diabetogénica, como por exemplo o papel
da STZ como doador de 6xido nitrico, o qual contribuiria para citotoxidade (IMAEDA et
al., 2002), além do aumento do EO por inibicdo da atividade da superoxido dismutase,
permitindo o acimulo de anions superoxido e outras espécies reativas de oxigénio as
células B (SILVA et al., 2011).

A inducdo do DMG pela STZ, reproduz efeitos metabolicos maternos e fetais
similares aos observados em condic¢des de hiperglicemia durante a gestagdo. A STZ
induz um quadro de hiperglicemia associado a hipoinsulinenima, poliuria, e perda de peso
em ratos em gestacdes acometidas por niveis descompensados de glicemia (DALL AGO
et al., 2002; TOMLINSON et al. 1992). Por outro lado, a exposi¢cdo a um ambiente
intrauterino levemente hiperglicémico estd associado a fetos macrossdmicos e
hipoinsulinémicos (AERTES; ASSCHE, 1979). Contudo, as comparac¢des dos efeitos do
STZ em diferentes modelos animais sofrem influéncia de diferentes fatores, tais como:
dose de escolha, via de administracdo, preparacdes, niveis glicémicos, linhagem, género,
idade e ciclo circadiano (DEEDS et al., 2011).

Nessa perspectiva, a utilizacdo de modelos de diabetes induzido pela STZ
possibilita avaliar o impacto da hiperglicemia materna nos periodos da gestacdo e
lactacdo, sobre diversos parametros da prole em diferentes estagios da vida. Sendo assim,
contribui para elucidar os mecanismos relacionados a génese das doencas programadas

no ambiente intrauterino em situag¢des de hiperglicemia.
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2.4 Estresse oxidativo

O conceito de EO é amplamente definido como um quadro de desequilibrio
redox entre compostos oxidantes e antioxidantes, em favor da geragdo excessiva de
radicais livres (RLs), associado a reducao/insuficiéncia das defesas antioxidantes (SIES,
1997; SITI; KAMISAH; KAMSIAH, 2015), o qual resulta em danos a diversos substratos
bioldgicos, tais como carboidratos, proteinas, lipidios e acidos ribonucleicos (BIRDEN
etal., 2012; CZERSKA et al., 2015; Di MARCO et al., 2015).

O balango entre a producdo de compostos oxidantes e antioxidantes, estd
associado ao metabolismo celular. Em condi¢des fisiologicas a maior parte do oxigénio
(O2) utilizado no metabolismo aerdbio é reduzido a dgua (H20) pela transferéncia de 4

elétrons para molécula de O> (ver reagéo abaixo).
02+ H20 +4e > 2 H0

Todavia, uma pequena parte do O2 consumido, é reduzido de forma univalente
(ver reacdo abaixo), dando origem a intermediarios altamente instaveis e reativos,
denominadas EROS, tais como o éanion superéxido (O2) (HALLIWELL,;
GUTTERIDGE, 1989).

02+ 2e > Oy

Além disso, as EROS provém de diferentes compartimentos celulares, como
resultado de diversas reacdes metabodlicas, como aquelas observadas na via das xantinas,
das cicloxigenases, das lipoxigenases, das mieloperoxidases, do citocromo p450
monooxigenase, do 6xido nitrico sintase (NOS), das peroxidases e da via da NADPH
oxidase. Os compostos oxidantes fazem parte do produto normal do metabolismo celular,
contudo encontram-se elevados em condi¢cBes patoldgicas (GRIENDLING;
FITZGERALD, 2003; BIRDEN et al, 2012; SITI; KAMISAH; KAMSIAH, 2015).

Dentre as EROS, merecem destaque 0s componentes radicais, tais como o anion
027, o radical hidroxila (OH"), bem como compostos ndo-radicais como o peroxido
hidrogénio (H20.). De maneira similar aquelas observada no metabolismo aerobico do
O2, moléculas de nitrogénio (N2) podem ser reduzidas & compostos altamente reativos,

denominados de espécies reativas de nitrogénio (ERN), como o 6xido nitrico (NO), o
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peroxido de nitrito (ONOO"), os nitritos (NO2") e os nitratos (NOs) (BARREIROS;
DAVID; DAVID, 2006; VASCONCELOS et al., 2007).

Por sua vez, os sistemas de defesa antioxidantes (enziméticos e néo-
enzimaticos), exercem seus efeitos através da inibicdo e/ou reducéo dos danos induzido
pelos RLs, bem como pelas moléculas ndo-radicais. Os principais antioxidantes
enzimaticos sdo a superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa
peroxidase (GPx). Por outro lado, os antioxidantes ndo-enzimaticos necessitam ser
adquiridos de maneira exdgena, ou seja, através de uma alimentacdo/suplementacédo
apropriada (BIRDEN et al., 2012; SITI; KAMISAH; KAMSIAH, 2015).

E bem conhecido que, o desenvolvimento de diversos processos patoldgicos,
como a HC (HERMANN et al., 2014) e o DM (DAMASCENO et al., 2013; KOKA et
al., 2013; 2014), s&o acompanhados pela reducéo das defesas antioxidantes e aumento do
EO. Moridi e colaboradores (2015) utilizando modelos de diabetes induzido por STZ,
observaram diminuicdo da atividade antioxidante total. Ademais, estudos como o de
GONCHAROQV (2015) enfatizam o papel das EROS e das ERN na génese de condicdes

clinicas como a aterosclerose.

O EO e a apoptose cardiaca, foram descritos como causas de alteracdes
cardiovasculares induzidas pelo DM (SHIRPOOR et al., 2009), uma vez que o aumento
da producéo de RLs tem sido atribuido as complicacfes diabéticas, em diversos modelos
de experimentacdo animal (PENCKOFER; SCHWERTZ; FLORAZAK, 2002). Néo
obstante, a NADPH oxidase 4 (NOX4) tem sido descrita como um dos principais
mediadores do EO na insuficiéncia cardiaca (KURODA et al., 2010).

Diversos estimulos estariam envolvidos na producéo de citocinas inflamatdrias,
dentre essas, merece destaque o fator de transcrigdo nuclear kappa — B (NF-xB), pois sua
ativacdo resulta na produgdo de proteinas pro-inflamatorias, EROS/ERN, fatores de
crescimento (SPRAGUE; KHALIL, 2009). O NF-kB tem sido descrito como modulador
de diversos genes envolvidos em processos inflamatérios, na resposta autoimune, na
producdo de fatores de crescimento e fatores de desenvolvimento celular. Além disso, o
NF-xB pode ser ativado por uma grande diversidade de sinais, como: citocinas,

patdgenos, injurias e outras situacdes relacionados ao estresse. Atualmente, investigacdes
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sugerem a participacao deste fator de transcricdo de mediadores inflamatdrios na maioria
dos tipos celulares (NAPETSCHING; WU, 2013).

Evidéncias experimentais, correlacionam o papel do TNF-alfa ao aumento da
producdo de citocinas pro-inflamatérias e quimiocinas, bem como a importancia da via
de sinalizacdo do NF-kB na resposta inflamatéria (AL-RASHEED et al., 2015;
GULLESTAD et al., 2012; SRIRAMULA; FRANCIS, 2015). O TNF-alfa, é uma
citocina relacionada a diversos processos biologicos, o aumento deste esta intimamente
relacionado a génese de DCVs, tais como a hipertensdo (SRIRAMULA; HAQUE;
MAJID, 2008; ZHANG et al., 2006). Estudos relacionam o papel do TNF- a na hipertrofia
e remodelamento cardiaco. Vale ressaltar, que a ativacdo de NF-kB modula a expressao
génica de TNF- alfa no coracdo (YEH et al., 2009) e em cultura de CMs (MAASS et al.,
2002). O TNF-alfa possui um papel central em diversas cascatas inflamatorias,
contribuindo para o aumento dos niveis de IL-1 e IL-6 e dos niveis de EROS (ZHANG et
al., 2006). Sua producdo faz parte da resposta imune inata diante de diversos estimulos
nocivos, portanto, encontra-se elevada em condi¢des clinicas como na aterosclerose, no
infarto agudo do miocardio e na insuficiéncia cardiaca (FRANTZ; BAUERSACHS;
KELLY, 2005). Desta forma, a estimulagido do TNF-alfa induz aumento da atividade da
quinase do IkB (IKK), fosforilacdo e subsequente degradacéo de 1xB e translocacdo do
NF-kB para o nacleo (NAPETSCHNING; WU, 2013). Conforme descrito anteriormente,
a ativacdo do NF-«B, induz aumento da producdo de citocinas inflamatdrias, da producéao
de fatores de crescimento e do EO (AL-RASHEED et al., 2015; LEYCHENCO et al.,
2009).

No caso do DM, a ativacdo do complexo NF-kB, contribui com maior expressdo
génica das moléculas envolvidas no processo inflamatério (LORENZO et al., 2011).
Estudos mais recentes indicam que uma interagéo entre NF-kB e TNF-alfa, induz ativagao
de IKK-B a qual amplificaria o EO contribuindo para disfuncdo endotelial no DM-2
(YANG et al., 2009). Foi demonstrado que em pacientes com DM1 com glicemia mal
controlada, uma maior ativagdo do NF-kB em monacitos e uma correlagéo positiva entre
essa ativacdo e 0 EO (HOFFMANN et al., 1998). J& em pacientes com DM-2, alem da
maior ativacdo do NF-kB ocorre diminuicdo dos niveis de GPx intracelular (ARNALICH

et al., 2001). Mariappan e colaboradores (2010), observaram em camundongos db/db,
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depressédo da funcdo sistolica, associado ao aumento dos niveis de NF-kB, de TNF-alfa e

IL-6, e subsequente aumento do EO.

Como anteriormente mencionado, diversos processos fisiopatoldgicos
contribuem para o dano cardiaco, associados ou ndo ao DM, pela ativagcéo da cascata de
sinalizacdo do NF-«xB. Possui papel de destaque no acometimento cardiaco os produtos
finais da glicacdo avancada (AGEs) através de seu receptor (RAGE) (ZHAO, RANDIVE,
STEWART, 2014).

2.5 AGEs-RAGE

Os AGEs sdo compostos gerados sob condigdes de hiperglicemia, aumento do
EO e hipoxia tecidual (PIPERI et al., 2012; YAN, RAMASAMY, SCHMIDT, 2008) e
tem como representantes, uma grande variedade de substancias formadas a partir de
interacdes do tipo amino-carbonilas, de natureza nao enzimatica, com agucares redutores,
lipidios, proteinas, aminofosfolipideos ou acidos nucléicos (MONNIER; SELL,;
GENUTH, 2005). E relatado na literatura, uma grande variedade de ligantes relacionados
aos AGEs, dentre eles o seu receptor (RAGE) é provavelmente uma das moléculas mais
bem caracterizadas. Estudos como o de Méndez (2003), relacionam o papel do NF-«xB e
IL-6, ao gene promotor da expressdo de RAGE, os quais controlam sua atividade,

associando o RAGE ao evento inflamatorio.

A interacdo AGES/RAGE tem sido relacionada a disfungdo cardiaca em
pacientes diabéticos, de maneira similar aquela observada no comprometimento vascular
(YAMAGISHI et al., 2012), contudo os mecanismos que envolvem o acimulo de AGEs
e a insuficiéncia cardiaca ainda nao estdo totalmente esclarecidos (CAO et al., 2015).
Acredita-se que os AGEs atuem por duas vias distintas, induzindo danos diretos as
proteinas presentes na matriz extracelular ou através de interacdes com o seu receptor -
RAGE. (HARTOG et al., 2007). N&o obstante, o aumento da atividade do complexo
AGES/RAGE a nivel das células endoteliais, células musculares lisas e mondcitos, induz
aumento da producdo de substancias vasocontrateis, aumento da inflamacéo e de fatores
de crescimento teciduais, além de contribuir para disfungédo coronariana, aterosclerose e
trombose (CAO et al., 2015).

Em condigdes fisioldgicas os niveis de expressdo tecidual de RAGE encontram-
se reduzidos, contudo em condigdes patoldgicas, como na insuficiéncia cardiaca e no DM,

foi observado aumento da atividade deste receptor (GOLDIN et al., 2006). Ma e
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colaboradores (2009), estudaram o impacto do DM induzido por STZ sob parametros
cardiacos. Neste modelo, a hiperglicemia induziu aumento da expressao proteica cardiaca
de RAGE, bem como prejuizo na resposta contratil. Por outro lado, o impacto na
contratilidade cardiaca foi prevenido em animais knockout para RAGE. Além disso,
evidéncias experimentais, como aquelas observadas por Nielsen e colaboradores (2009),
ao bloquear RAGE no coracdo de camundongos diabéticos, observaram melhora da
funcdo cardiaca diastdlica, bem como reducdo dos niveis de coldgeno. O aumento da
sinalizacdo via AGES/RAGE foi associado ao aumento da expressdo de proteinas da
matriz extracelular e subsequente aumento da producao de diversos tipos de colageno
(ZHAO, RANDIVE, STEWART, 2014). Proteinas da matriz extracelular, como o
coladgeno e a elastina, sdo alvos bioldgicos de grande relevancia, devido a sua alta
sensibilidade aos niveis elevados de AGEs (GOH; COOPER, 2008).

Dados recentes sugerem uma possivel interacdo entre RAGE e NADPH oxidase
na génese das complicagbes micro e macrovasculares em condigfes de hiperglicemia
(KOULIS et al., 2015). Nesse contexto, estudos que referenciam a participacdo destas
vias (RAGE/NOX) em eventos cardiovasculares da prole exposta a condi¢des perinatais

desfavoraveis, ainda permanecem escassos.
2.6 NADPH oxidase

A NADPH oxidase é um dos principais mediadores do EO cardiaco. A atividade
deste complexo tem sido descrita em cardiomiocitos, células endoteliais, musculo liso e
fibroblastos (Selemides et al., 2008), além de se encontrar elevada em diversos condi¢des
clinicas, como na progressdo da HC e subsequente IC (Li et al., 2002), bem como no DM
(Huynh et al., 2013). Ademais, o complexo NADPH oxidase a nivel cardiaco, contribui
com a maior producdo de EROS a nivel mitocondrial (via cadeia transportadora de
elétrons), bem como, através da via do NOS, quando desacoplada (SUGAMURA;
KEANEY, 2011).

Dentre as subunidades do complexo NADPH oxidase, a NOX4 tem sido descrita
na literatura, como o principal mediador do EO na IC. Ademais, 0 aumento da expressao
da NOX4 no tecido cardiaco contribui para 0 aumento da producdo de O>" e sua rapida
conversao em H>O». (KURODA et al., 2010). Estudos como o de Ago e colaboradores
(2014), frente a estimulos hipertrdficos, observaram aumento da expressdo de NOX4, o

qual contribuiu para disfungdo mitocondrial e apoptose em cardiomiocitos. Além disso,
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0 aumento da expressdo de NOX4 em fibroblastos cardiacos, tem sido associado a fibrose
cardiaca (CUCORANO et al., 2005).

Nesta perspectiva, estudos que referenciam o impacto do DM e HC sobre os
niveis de NOX4 cardiaco no coracao da prole em diferentes estagios da vida séo parcos.
Sendo assim, este estudo contribui para a melhor compreensao acerca dos mecanismos

relacionados a génese das doengas programadas no ambiente intrauterino.
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3. OBJETIVOS
3.1 Geral

Avaliar a influéncia da hipertrofia cardiaca e hiperglicemia materna sobre o perfil

metabolico e inflamatorio cardiaco da prole adulta.

3.2 Especificos

3.2.1 Hipertrofia cardiaca:

Validar o modelo de hipertrofia cardiaca materna;

Determinar os parametros biométricos da prole ao nascimento, aos 3 e 6 meses de
idade;

Determinar as taxas plasmaticas de glicose, triglicerideos (TG), colesterol total
(CT) e HDL;

Realizar teste de tolerancia a glicose (TTG) e teste de resiténcia a insulina (TRI);

Determinar os niveis cardiacos de EROS, nitritos, hem como a atividade da SOD

e catalase;

3.2.2 Hiperglicemia materna:

Vi.

Vil.

viil.

Validar o modelo de hiperglicemia materna;

Determinar os parametros biométricos da prole ao nascimento, aos 3 e 6 meses de
idade;

Avaliar os niveis glicémicos e lipidicos da prole aos 3 e 6 meses de idade;
Medida direta da presséo arterial aos 6 meses;

Avaliar a funcdo cardiaca ‘ex vivo’ através da técnica de Langendorft;
Avaliar os niveis cardiacos de EROS, Nitritos, SOD, CAT e glutationas;
Mensurar a expresséo proteica de RAGE e NOX 4 no coragdo da prole;
Avaliacdo microscopica e histomorfométrica do coracdo da prole adulta;

Analisar os niveis de colageno cardiaco.
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Resumo

Introducdo: A hipertrofia cardiaca (HC) constitui um risco em potencial no periodo
gestacional, contudo os estudos que correlacionem o processo hipertrofico cardiaco
durante a gestacéo e lactacéo, e o impacto dessas alteragdes na prole adulta sdo parcos.
Objetivos: Avaliar a influéncia da HC sobre o perfil cardiometabolico da prole aos 6
meses. Métodos: Para inducdo daHC, fémeas foram tratadas com doses fracionadas de
isoproterenol (1SO, 50 mg/kg). Fémeas do grupo controle receberam apenas o veiculo. Apds
7 dias de inducéo o acasalamento foi iniciado. Ao final da gestacéo e lactacéo, as proles foram
separadas de acordo com o tratamento materno em dois grupos experimentais: i) grupo
controle (CON); ii) grupo (ISO), prole de fémeas com hipertrofia cardiaca. Resultados:
Apos validagdo do modelo experimental, as proles de machos foram estudadas aos 6
meses, verificando-se que a exposic¢do a HC induziu um quadro de intolerancia a glicose,
aumento dos niveis glicémicos e alteracdes no perfil lipidico. Ademais, resultou em
alteracbes morfométricas hepaticas, bem como aumento do nimero de células de
Kuppfer. A nivel cardiaco, foi constatado aumento da area dos cardiomiocitos (CM’s) e
maior deposicdo de coladgeno. Conclusdo: A exposicdo a HC materna no periodo
intrauterino e na lactacdo reproduziu na prole adulta, alteragcdes no perfil metabolico e

cardiaco.

Palavras-chave: hipertrofia cardiaca; programacao fetal; prole.
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Abstract

Introduction: Cardiac hypertrophy is a potential risk factor during the gestational period,
however, studies that correlate this process during gestation and lactation, as well the
impact of these changes on adult offspring are poor. Aim: To evaluate the impact of
cardiac hypertrophy on the cardiometabolic profile of offspring at 6 months. Methods:
To induce cardiac hypertrophy, females were treated with fractionated isoproterenol
doses (ISO, 50 mg / kg). Females from the control group received only the vehicle. After
7 days of induction the mating was started. At the end of gestation and lactation period,
offspring were separated according to maternal treatment in two experimental groups: i)
control group, (CON); ii) group (ISO), offspring of females with cardiac hypertrophy.
Results: After validation of the experimental model, male offspring were studied at 6
months of age. The exposure to offspring to cardiac hypertrophy induced glucose
intolerance, increased of glycemic levels and pronounced changes in the lipid profile. In
addition, resulted in hepatic morphometric alterations as well an increase in the number
of Kuppfer cells. At cardiac level, there was an increase in cardiomyocytes area and a
higher deposition of collagen in the heart. Conclusion: Exposure to maternal cardiac
hypertrophy in the intrauterine period as weel in thelactation, reproduced in the adult

offspring, changes in the metabolic and cardiac profile.

Keywords: cardiac hypertrophy; fetal programming; offspring.
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Introducéo

As doencas cardiovasculares (DCVs) representam um dos maiores problemas de salde
publica, estima-se que aproximadamente 23,3 milhGes de mortes estardo relacionados a
essas doencas no ano de 2030 (1). Neste cenario, a HC patoldgica representa um evento
comum a maioria das doencas do aparelho cardiovascular (2). Ademais, estima-se que
0,5-4% das gestacdes em paises desenvolvidos, cursam com comprometimento da fungéo

cardiaca, o qual configura um grave problema de saude publica (3).

E bem conhecido que a HC constitui um mecanismo adaptativo do coracio em situacdes
de sobrecarga funcional (2). Esse fendmeno pode resultar de alteragdes hemodindmicas
transitorias, como aquelas observadas na gestacdo, ou ser resultado de alteracdes
hemodinamicas persistentes (4; 5; 6). Diversos modelos experimentais tém sido utilizados
a fim de melhor compreender os mecanismos relacionados ao processo hipertrofico (4),
dentre eles merece destaque a inducdo da HC através da administracdo de 1SO, um
agonista beta-adrenérgico ndo-seletivo (8; 9; 10). N&o obstante, os mecanismos
moleculares envolvidos na HC durante a gestacdo e lactacdo, bem como impacto desta na

prole adulta, ainda ndo claros.

Os modelos animais de lesdo do miocardio induzido pela administracdo de agonistas
adrenérgicos, € uma estratégia para estudar a adaptagdo estrutural e funcional cardiacos ao
processo hipertrofico. As alteragdes induzidas por ISO podem contribuir para o entendimento
dos sinais de transducdo, excitabilidade e contratilidade envolvidos na disfuncao
cardiovascular. Neste trabalho, objetivou-se avaliar as alteraces metabdlicas e morfoldgicas
cardiacas da prole adulta de ratos expostos aos efeitos de uma HC produzida por ISO.

Métodos
Animais

Foram utilizados animais da linhagem Wistar (240 — 300g) mantidos em temperatura
constante (22 + 2°C) e ciclo claro-escuro horas de 12 horas, livre acesso a gua e ragéo ad
libitum. Todos os protocolos utilizados foram aprovados pelo Comité de Etica e Pesquisa
Institucional (Processo n® 23076.006578/2014-03) e seguiram 0s cuidados preconizados

pelas Diretrizes do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal.

Obtencdo do modelo experimental
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Para inducdo da HC, fémeas nuliparas foram tratadas com 1SO, 50 mg/kg dissolvido em
solucdo salina, dose fracionada 2 vezes ao dia, grupo f-GlI) por via intraperitoneal (i.p.).
Fémeas do grupo controle (f-GC) receberam apenas o veiculo. Apds 7 dias da inducéo, o
acasalamento foi iniciado. Ao final da gestacéo e lactacdo as fémeas foram eutanasiadas, e a
prole de machos (6-8 animais por fémea) foram estudados aos 6 meses de idade e separados
de acordo com o tratamento materno em dois grupos experimentais: i) grupo controle (CON),
animais oriundos de fémeas que receberam apenas o veiculo; ii) grupo (ISO), prole de fémeas
com HC (Figura 1).

Parametros bioquimicos

Aos 6 meses de idade, as proles foram submetidas a jejum de 12 horas, anestesiadas com
pentobarbital sédico (PTB, 50 mg/kg, via i.p). Amostras de sangue foram coletadas do plexo
retro-orbital com auxilio de capilares de vidro. Estas foram centrifugadas a 4000 r.p.m.,
durante 10 minutos, em temperatura ambiente, para obtencdo e determinacdo dos niveis
plasmaéticos de glicose, triglicerideos (TG), colesterol total (CT) e suas fragdes com auxilio
de kits comerciais (LABTEST®).

Teste de tolerancia a glicose (TTG) e teste de resisténcia a insulina (TRI)

Ap0s jejum de 12 horas, os animais de todos grupos foram anestesiados com PTB (50 mg/kg,
via i.p) e amostras de sangue foram coletadas no tempo zero (0), seguido da administragdo
de uma solugéo contendo 50% de glicose (2g/Kg, via i.p.). A glicemia foi determinada com
auxilio de um glicosimetro (Accu-Chek® Roche Diagnostics) em intervalos subsequentes de
15 a 120 minutos (t15° - t30” - t60” - t90” - t120°). Apds 48h do TTG, os animais foram
ressubmetidos a jejum de 12 horas, anestesiados, mensurando-se a glicemia de jejum. Apos
esta etapa, uma dose de 1,5 U/kg de insulina regular (Humulin R — 100U/ml, Lilly) foi
administrada via intraperitoneal mensurando-se a glicose em intervalos de 5 a 30 minutos. A
razdo da constante de decaimento da glicose (KITT) foi calculada usando-se a formula
0,693/t1/2. O decaimento da glicose foi analisado, com base na queda do quadrado da
concentracédo de glicose plasmatica durante o decaimento da fase linear.

Determinacéo dos niveis pressoricos

Os animais foram anestesiados com PTB (50mg/kg, i.p.) e um cateter de polietileno
heparinizado foi introduzido na artéria femoral esquerda até o nivel da aorta abdominal. Logo
em seguida, o cateter foi exteriorizado em nivel da nuca. Apos 24 horas, o0 cateter foi

conectado a um transdutor de pressdo acoplado a um sistema de aquisi¢éo de dados (Power
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Lab — AdInstruments), para afericdo pressdo arterial sistdlica (PAS), pressao arterial
diastolica (PAD) e frequéncia cardiaca (FC). A pressdo arterial média PAM foi calculada
utilizando a equagdo: PAM = PAD+[(PAS-PAD/3].

Processamento do material bioldgico e avaliagdo microscépica

Os coracdes e figados foram imersos em formol neutro e tamponado a 10 % (NBF) durante
pelo menos 24h. Os fragmentos foram desidratados em alcool etilico em concentragdes
crescentes, diafanizados com xilol, impregnados e incluidos em parafina. Para cada amostra
de tecido, foram confeccionados cortes semi-seriados com espessura de 4um que foram
colocados em laminas lubrificadas com albumina e mantidas em estufa & 37°C durante 24 h.
Os cortes histologicos foram submetidos a coloragdo de Hematoxilina-Eosina (H.E.) para a
descricdo histomorfométrica preliminar e ao corante vermelho de picro-sirios (picro-sirius

red) para determinar os niveis de deposicao de colageno cardiaco.
Anélise histomorfométrica

As imagens histoldgicas foram capturadas por camera digital acoplada ao microscopio
Optico, sob foco fixo e clareza de campo, obtendo-se 30 campos por ldmina com aumento
final de 400x. As microfotografias foram avaliadas através do software Image J versao 1.44
(Research Services Branch, U.S. National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). Foram
avaliados a area de seccdo transversal e o contetdo de coldgeno. Em relacdo aos parametros
hepéticos, foram avaliados o nimero de hepatécitos, densidade capilar e nimero de células
de Kupffer.

Analise estatistica

Os resultados foram expressos como médias * erro padrao da média (e.p.m). O teste t pareado
e/ou ndo-pareado foi utilizado. Para analise de bloco foi utilizado a analise de variancia
(ANOVA) a uma e/ou duas vias, seguido pelo teste de Bonferroni. As diferengas foram

consideradas estatisticamente significativas quando p < 0,05.

Resultados
Validagéo do modelo experimental

Neste trabalho, fémeas nuliparas foram pré-tratadas com ISO, (50 mg/kg), fracionado duas
vezes ao dia, sete dias antes do acasalamento, cujo objetivo foi de promover modificagdes no

ambiente intrauterino relacionados a um quadro hipertrofico. A validagdo do modelo
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experimental foi realizada atraves do acompanhamento das fémeas ao final do periodo de
lactacdo, quando foram eutanasiadas. Como esperado, ver Tabela 1, a relagéo peso do
coragdo seco /comprimento da tibia foi aumentada em cerca de 21% nas fémeas que
receberam 1SO, grupo f-Gl, indicando a ocorréncia de uma HC. Além disso, a area de
seccao transversal (AST, um?) dos CM’s das fémeas expostas ao tratamento agudo com
ISO, também se encontrava aumentada (Figura 2). Por outro lado, ambos 0s grupos
experimentais apresentaram um numero similar de animais por prole (dados néo

mostrados). N&o foi observada mortalidade na prole de fémeas com HC.
Parametros biométricos da prole

A Tabela 2 mostra os parametros biométricos da prole ao nascimento, aos 3 e 6 meses de
idade. A exposicdo intrauterina a um quadro hipertréfica ndo alterou o peso corporal e 0

comprimento naso-caudal em todas as idades avaliadas.
Parametros bioguimicos da prole adulta

Aos 6 meses de idade a prole exposta a HC (grupo ISO) apresentaram niveis glicémicos
significativamente maiores (p< 0,05) do que o grupo CON. Entretanto, foi observado

niveis significativamente reduzidos de triglicerideos, colesterol total e HDL-c (Tabela 3).

A fim de avaliar o impacto da exposicdo intrauterina a hipertrofia materna, foram
analisados a tolerancia a glicose (Figura 3) e a resisténcia a insulina (Figura 4) em ambos
0S grupos experimentais. Aos 6 meses, a prole das fémeas f-Gl, apresentaram valores
significativamente maiores (p < 0,01 e p < 0,001) no teste de TTG, nos intervalos de
tempo de 15 e 30 min, quando comparados ao CON (Figura 3A). Estes resultados foram
confirmados através do célculo da area sob a curva (Figura 3B). N&o obstante, ndo foram
observadas diferencas significativa no TRI (Figura 4A) e na KITT (Figura 4C). Por outro
lado, o céalculo da area sob a curva no grupo 1SO estava significativamente maior (p<0,05)

guando comparado ao seu respectivo controle.
Histomorfometria hepatica da prole adulta

Aos 6 meses de idade foi mensurada a massa hepatica, a densidade de hepatocitos e o
namero de células de Kupffer. Em relacdo a massa hepatica (g), foi observado que os
grupos GI (9,0 + 0,32) apresentou uma reducdo significativa (p< 0,001) deste parametro,
guando comparados ao CON (12 £ 0,32). Ainda, foi observado um aumento significativo

(p < 0,001) do nimero de hepatdcitos (Figura 3A) e células de Kupffer (Figura 3B).
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Efeitos da hipertrofia cardiaca materna sobre os niveis pressoricos e frequéncia cardiaca

da prole adulta

Em animais ndo anestesiados, verificou-se que a PAS, PAD e PAM foi similar em todos
0S grupos registrados, porém a FC foi aumentada significativamente (p < 0,05) no grupo

ISO guando comparado ao grupo CON (Tabela 4).
Histomorfometria cardiaca da prole adulta

A massa cardiaca e o indice de hipertrofia cardiaca (IHC) (relacdo: didametro dos
CMs/diametro do nucleo) foram avaliados na prole adulta. O peso do coracéo foi similar
em todos o0s grupos aos 6 meses de idade (dados ndo mostrados). Ademais, foi constatado
um aumento de 13% no IHC da prole 1SO quando comparada ao seu respectivo controle
(Figura 6). O conteudo do coladgeno também foi avaliado em todos os grupos
experimentais aos 6 meses de idade, observando-se que foi significativamente aumentado

(p <0,001) na prole de fémeas com HC (Figura 7).
Discussao

Evidéncias epidemioldgicas e experimentais reforcam a hipotese de que eventos adversos
no ambiente intrauterino, influenciam o desenvolvimento fetal, resultando em alteracfes
persistentes na estrutura e funcdo de diversos sistemas da prole adulta (10-13). Ambientes
maternos desfavoraveis, como aqueles observados na presenca da HC materna, tém sido
relacionados a elevadas taxas de morbimortalidade (14), entretanto o seu progndstico,
bem como o impacto desta sobre a prole ainda ndo sao claros. Este estudo foi desenhado
para investigar o grau de severidade dos impactos de uma HC durante a gestacdo e

lactacdo sobre parametros cardiometabolicos da prole adulta.

Como previamente relatado por nossa equipe a administracdo de ISO promove HC
(15,16) em doses consideradas baixas, médias e elevadas (17,18). Neste estudo, a HC
promovida nas progenitoras foi caracterizada pelo aumento da relagcdo peso do coragdo
seco/ comprimento da tibia. O ISO é um potente agonista -adrenérgico que em doses
elevadas aumenta a contratilidade e FC, ativando outros sistemas neuro-humorais, como
0 sistema renina angiotensina aldosterona (19), promovendo uma sobrecarga de célcio
(20), alem de ativar a fosfolipase e causar decomposi¢do dos fosfolipidios de membrana
A estimulagdo por ISO também promove uma reducdo de resisténcia vascular e da PA,

especialmente a PAD(21), o que pode levar a isquemia do miocardio e ao aumento de



o1

radicais livres derivados de xantina oxidase, induzindo peroxidacdo de membranas

celulares com destruicdo da mesma e apoptose (8).

A intoleréncia a glicose, possivelmente esta relacionada ao dano hepético e ao aumento
do estresse oxidativo, presente em nosso modelo. No tecido cardiaco e hepatico, o 1ISO
promove deplecdo enzimatica, e consequente aumento de biomarcadores de injuria
miocéardica e hepatotoxidade (22). Nesse contexto, as alteracfes no metabolismo da
glicose e dos lipideos, possivelmente estdo relacionadas a alteragdes morfofuncionais
hepaticas encontradas nas proles expostas a hipertrofia cardiaca, tais como perda de
massa, hiperplasia de hepatocitos com reducdo de volume, alteracdes na densidade de
vasos hepéticos (dados ndo mostrados), bem como infiltrado de macréfagos. A nivel
hepaético, o fator de necrose tumoral (TNF-alfa) produzido pelas células de Kuppfer, é um
importante determinante de disfuncdo hepatocelular (23). A nossa hipotese, € que o
aumento do infiltrado inflamatério hepatico, encontrado na prole adulta, provavelmente
esta relacionado a maiores niveis de TNF-alfa, 0s quais contribuem para os processos de
apoptose e necrose tecidual, além de hiperplasia dos hepatécitos. O TNF- o possui um
papel central no inicio e na sustentacdo de diversos cascatas inflamatorias, contribuindo
para 0 aumento da producdo de citocinas pro-inflamatérias com interleucina 6 e

interleucina 1, podendo aumentar os niveis de EROS (24).

E bem conhecido que condi¢Bes gestacionais adversas como o diabetes (25) e a
hipertensdo (26) materna resultam em hipertrofia cardiaca na prole adulta. Dentro do
cenario observado é evidente o desencademento do processo de remodelagem cardiaca
com todas suas implica¢Ges. Nossos dados reforgcam a importancia do meio intra-uterino
adverso resulta em alteracdes na FC, HC e maior deposi¢cdo de coldgeno no coracao da
prole adulta. A luz dos nossos achados, estratégias terapéuticas devem ser tomadas em

consideracdo para controlar as cardiopatias na gestacao, em fungéo da protecédo da prole.
Concluséo

Juntos esses achados fornecem evidéncias que as alteracdes ocorridas durante a gestacao,
em decorréncia da presenca da HC se reproduzem na prole como alteragfes no perfil

metabdlico e cardiaco.

Financiamento: CAPES/CNPq
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Tabela 1. Peso corporal (PC), peso dos ventriculos secos (PVS), peso dos ventriculos

umidos (PVU) e indice de hipertrofia cardiaca (IHC) das fémeas ao final da lactacao.

Parametros f-GC -Gl
Peso corporal (g) 280+ 2,6 290 £ 3
PVS (mg) 140 + 3,7 170 + 2 **
PVU (mg) 630 + 24 810 + 19 **
IHC (mg/mm) [PS/tibia] 35+0,75 43+ 0,8 ***

Os valores representam média * e.p.m; n = 6; **p<0,01; *** p < 0,001 vs. f-GC (Teste t de Student ndo

pareado).
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Figura 2. Validacdo do modelo experimental — area de seccéo transversal (um?) dos

S7

CM’s de fémeas ap0s tratamento com 1SO (50mg/Kg). Os valores representam média

e.p.m; n =6; *** p < 0,001 vs. f-GC (Teste t de Student ndo pareado).
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Tabela 2. Efeitos da HC materna sobre os parametros biométricos da prole.

Peso corporal (g) Comprimento naso-caudal (cm)
Ao nascimento 3 meses 6 meses Ao nascimento 3 meses 6 meses
CON 6,5+ 0,07 336,8+7,8 406,0+5,1 6,3+0,2 38,8+0,7 445+04
I1ISO 6,4+0,1 314,0+5,2 387,0+ 15,0 6,5+ 0,07 40,1+0,5 446+04

Os valores representam média * e.p.m; n = 10 ratos por grupo; * p > 0,05; vs. CON (Teste t de Student

ndo pareado).
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Tabela 3. Efeitos da HC materna sobre o perfil bioquimico da prole aos 6 meses de

idade.
Parametros bioquimicos CON ISO
(mg/dL)
Glicose 80,0+ 1,8 100,0 £ 6,1 *
TG 53,0+8,5 29,0 % 4,6%***
CT 69,0+ 1,2 53,0 + 1,6 ***
HDL 35,0+ 0,95 310+15*

Os valores representam média = e.p.m; n = 10 ratos por grupo; * p < 0,05; *** p < 0,001 vs. CON (Teste t
de Student ndo pareado). Legenda: TG: triglicerideos; CT: colesterol total; HDL-c: lipoproteina de alta

densidade.
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Figura 3. Teste de tolerancia a glicose (TTG) (A) e area sob a curva (AUC) (B) aos 6 meses de idade. Os
valores representam média + e.p.m; n = 10 ratos por grupo; A: *** p< 0,001t 15’ e t 30’ vs. CON.(ANOVA

a duas vias, pos-teste: Bonferroni). B: ** p < 0,01; vs. CON (Test t de Studente ndo pareado).
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Figura 4. Teste de resisténcia a insulina (TRI) (A), area sob a curva (AUC) (B) e constante de decaimento
da insulina (KITT) (C) na prole aos 6 meses de idade. Os valores representam média + e.p.m; n = 10 ratos
por grupo; Ae C: p>0,05vs. CON. B: ** p <0,01; vs. CON (Teste t de Student ndo pareado).
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Figura 5. Fotomicrografia de uma seccdo do figado da prole aos 6 meses de idade. As seccBes foram
coradas em hematoxilina-eosina (HE) e ampliadas 400 X, visualizacdo a luz normal. Os valores representam
média + e.p.m; n = 6 ratos por grupo, 180 campos analisados. A e B: CON (branco), ISO (preto). As setas
pretas indicam os hepatécitos, setas verdes indicam as células de Kupffer. Figura A e B: *** p<0,001 vs.
CON; Teste t de Student ndo pareado).
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Tabela 4. Niveis pressoricos e FC da prole adulta de fémeas com HC.

Parametros CON ISO
PAS (mm Hg) 110+0,8 110+2,1
PAD (mm Hg) 80,+0,6 85+1,1
PAM (mm Hg) 0 +1,4 93+1,2

FC (b.p.m.) 310+6,2 350 + 16*

Os valores representam média = e.p.m; n = 5; Legenda: Presséo arterial sistolica (PAS); presséo arterial
diastolica (PAD); pressdo arterial média (PAM); frequéncia cardiaca (FC), * p < 0,05 vs. CON (Teste t de
Student ndo pareado).
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Figura 6. Microfografia representativa da seccao do miocérdio corada por hematoxilina-eosina (HE, 400x)

vista a luz normal. Razdo entre o didmetro dos CM’s e 0 didmetro do seu respectivo niicleo (em pm?). Os

valores representam média * e.p.m; n = 5 ratos por grupo; 150 campos analisados. Legenda: CON (barra
branca), ISO (barra preta). *** p < 0,001 vs. CON (Teste t de Student ndo pareado).
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Figura 7. Fotomicrografia do tecido cardiaco da prole aos 6 meses de idade. As setas indicam os niveis de

colageno cardiaco. Representacdo da prole de animais controle (CON) e grupo isoproterenol (ISO). As

seccOes foram coradas com vermelho picrosirius (ampliacdo de 400 x) e vistas a luz normal. Os valores

representam média £ e.p.m; n = 5 ratos por grupo; 150 campos analisados. Os valores sdo expressos como

média + e.p.m. *** p < 0,001 vs. CON (Teste t de Student ndo pareado).
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New & Noteworthy

This study shows that the exposure to maternal hyperglycemia during pregnancy and
postnatal period induces cardiac dysfunction, characterized by decrease of sensibility to
isoproterenol (ISO), a non-selective f-adrenoceptor agonist, in the offspring heart at 6
months of age. Furthermore, these animals showed an imbalance between free radicals
and endogenous antioxidant systems and upregulation of RAGE/NOX4, which results in

hypertrophy and enhanced interstitial collagen deposition in the heart

Introduction

Diabetes mellitus is a major threat to human health in the 21st century (11). An estimate
382 million adults globally were burdened by this chronic disease in 2013; this number
Is expected to rise to 592 million by 2035, especially in the development countries (2).
Diabetes itself increase the risk of cardiac morbidity and mortality, independent of other
risk factors such as hypertension and coronary artery disease (3), as well contributes to a
higher prevalence of diabetic cardiomyopathy (4, 5).

The association between maternal hyperglycemia, perinatal complications and long-term
ailment to mothers and progeny is gaining increased attention in a globally scope.

Impairment of glucose homeostasis is a common complication in pregnancy and it is
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estimated to affect approximately (< 1-28%) of pregnancies (6). Epidemiological and
experimental evidences, support the hypothesis that exposure to an unfavorable
environment during critical and sensitive periods of development, would be associated
with an increased risk of diseases in the adulthood descendants (7-11). In this perspective,
studies that relate the impact of maternal hyperglycemia on the functional and
morphological parameters in the adult offspring heart remains scarce.

It is widely disseminated the concept that the development and progression of diabetic
complications are frequently attributed to imbalance between reactive species and
endogenous biological antioxidant systems which results in damage in diverse substrates,
as carbohydrates, proteins, lipids and nitrogenous bases (12-14). Additionally, the
development of various pathological process, such as cardiac hypertrophy (15) and heart
failure (16) are accompanied by impaired of redox status. Several mechanisms are
involved in the genesis of the diabetic cardiomyopathy as activation of the receptor of
advanced glycation end products (RAGE) (17-19) and the increase of the nicotinamide
adenine dinucleotide phosphatase (NADPH)-oxidase activity in the diabetic heart (20).
Furthermore, recent data suggest a crosstalk between RAGE/NOX pathway in the
diabetic cardiovascular complications (21).

Our hypothesis is that the exposure to maternal hyperglycemia would be able to impair
the P-adrenergic signaling and increase the oxidative stress by upregulation of
RAGE/NOX4 pathway in the offspring heart in adulthood.

Materials and methods
Animals

Male and female Wistar rats (200-300 g) were obtained from colonies maintained in the
animal facility at Federal University of Pernambuco (UFPE). Both housing and care of
laboratory animals were performed in accordance with the Ethical Principles in Animal
Research set forth by the Brazilian College of Animal Experimentation and were
approved by the Institutional Animal Care and Use Committee at UFPE (approval
reference number: n°23076.006578/2014-03).

Establishment of rat model of maternal hyperglycemia

Hyperglycemia was induced in female Wistar rats by a single dose intraperitoneal
injection of streptozotocin (STZ: 50 mg/kg, Sigma Aldrich®) dissolved in sodium citrate
buffer (0,1 M, pH 4.5) on the 7" day of pregnancy. Control female rats received only
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vehicle. Treatment was confirmed 48 hours after diabetes induction by measuring glucose
concentrations (Optium Mini®). Were considered diabetic the female rats that presented
glycaemia levels higher than 250 mg/dL. After that, the female animals were separated in
individual cages, into two different groups: female control rats (f-CR, n = 10) and female
diabetic rats (f-DR, n=20). After birth, the male offspring were restricted to six animals
per mother. At the end of lactation, parameters such as body weight, blood glucose and
maternal/offspring mortality were measured (see figure 1).

Experimental design

Male rats were assigned in accordance to maternal treatment into 2 experimental groups:
O-CR (offspring of control rats, n=6-8 animals per group) and O-DR (offspring of
diabetic rats, n=6-8 animals per group), and evaluated at 3 and 6 months of age (see figure
1). To validate our experimental model, biometric parameters and biochemical

parameters were measured.
Assessment of cardiac function

At 6 months of age, the offspring rats were submitted to catheterization procedures under
pentobarbital (PTB, 50mg/Kg?) anesthesia. In order to analyze hemodynamic
parameters, the polyethylene catheter (PE10 coupled to PE5S0, filled with heparin [125
Ul. mL 1] diluted in saline 0,9%) was insert into the abdominal aorta via the left femoral
artery. Postoperatively, animals were kept in individual cages and treated with antibiotics
(Penicillin, 20.000 U) for 24 hours. After that, arterial pressure was measured in
conscious, freely moving rats. The arterial cannula was connected to a transducer and the
pressure signals were recorded (60 minutes) on a computerized acquisition system
(ADInstruments Pty Ltd, Castle Hill, New South Wales, Australia) as described by

Ramos-Alves and colleagues (11).
Isolated heart preparation (Langendorff)

The method for isolating the beating heart ‘ex vivo’ was firstly described by Langendorff
(22). At 6 months of age, the offspring were anesthetized with pentobarbital (50 mg/Kg).
After that, the chest was opened, the hearts were rapidly excised and submerged in ice-
cold Krebs-Henseleit solution, before being fixed through the aorta at Langendorff
apparatus, under a constant pressure of 80 mmHg. Perfusion was carried out using Krebs-
Henseleit solution, composed by NaCl (129 mM), NaHCOz3 (21 mM), KH2PO4 (1.2 mM),
KCI (5.6 mM), MgCl2.6 H20 (1.25 mM), CaCl..2 H20 (1.25 mM). Glucose (10 mM) as
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substrate and sodium pyruvate (2 mM) as co-substrate to preserve the myocardium
performance. This solution was gassed with a mixture of 95% O + 5% CO., pH 7.4. The
temperature was maintained at 37 °C. A collapsed latex balloon was introduced in the left
ventricular cavity via an incision in the left atrium. The balloon was connected to a
transducer coupled to a signal amplifier. Data were transmitted to a data acquisition
program (Power Lab model ML870 8/30, ADInstruments Pty Ltd, Castle Hill, New South
Wales, Australia). The system allowed the measurement of systolic left ventricular
pressure (LVSP) and heart rate (HR).

Preparation of heart homogenates

On the day of the experiment, all the animals were sacrificed by decapitation under PTB
(50mg/Kg?) anesthesia. The hearts of the animals were removed quickly and carefully,
washed in cold saline solution (NaCl 0,9%), dried on filter paper and finally stored in a
freezer at -80°C for later analysis. Subsequently, the tissue specimens were homogenized
at a frequency of 30 Hz for 1.5 minutes, in a sample disruption apparatus (TissueLyser 11,
QUIAGEN, Germany). Samples were extracted using specific buffers according to the

experimental protocol.
Tissue processing for measurement of oxidative stress

The hearts (50 mg) were using a Tris-base (50mM) + EDTA (1 mM) buffer, with protease
inhibitors: fenilmetilsufonil floride (PMSF) and orthovanadate (ORT). Then the samples

were centrifuged for 10 min at 1000g, at a temperature of 4 ° C.
Reactive oxygen species quantification

The estimative of reactive oxygen species (ROS) levels were measured through a
fluorometric reaction between cardiac supernatant (50 pl) and dichlorofluorescein
diacetate (DCFH-DA) reagent (50 pL) in polystyrene 96-well plate, incubated for 45
minutes, at 37°C. The final product was converted into a highly fluorescent compost DCF
in the presence of ROS, as described per Nijmeh and colleagues (23). Fluorescence was
measured at 504 nm (excitation) and 529 nm (emission). Values were reported as

fluorescence units (F) per mg of protein.
Estimative of nitric oxide production

Nitrite levels were estimated using the reagent of Gries, which acts as an indicator of

nitric oxide (NO) production, as described by Green and colleagues (24). Similar volumes
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(50 pL) of heart supernatant and reagent were used. The reaction occurred for 10 min at
room temperature (£ 22 °C), the absorbance of the final product of this reaction was
measured at a wavelength of 540 nm in a plate reader, as described above. The results

were expressed as nmol per mg of protein.
Antioxidant profile

The total activity of superoxide dismutase (t-SOD) was performed according to the
methodology proposed by Misra and Fridovich (25). Triplicates of cardiac supernatants
(60 uL) were formerly incubate at 37 °C, followed by addition of sodium carbonate buffer
(920 pL per sample, 0.05%, pH=10.2) in 0,1 mM EDTA. The reaction was started by
adding 20 pL of epinephrine (150 mM) diluted in acetic acid (0.05%). Absorbance
changes per 15 second (s) intervals for 3 min, at 480 nm, were measured. Furthermore,
the catalase (CAT) activity was performed according to Aebi (26), to this reaction were
used triplicates of cardiac supernatants (60 puL) followed by addition of 905 pL of sodium
phosphate buffer (pH = 7.0) and addition of 35 puL hydrogen peroxide (H202, 300mM).
Absorbance changes per 10 s intervals for 3 min, at 240 nm, were measured. Both, t-
SOD and CAT levels were expressed as units (U) per mg of protein.

The reduced glutathione (GSH) and oxidized glutathione (GSSG) levels were estimated
according to Hissin and Hilfi (27). Quantification of GSH levels were performed by
addition of phosphate buffer (100 mM) + EDTA (5 mM), pH= 8.0 + cardiac supernatant
(50 pL). Then, 50 pL of this mix + 140 pL of phosphate buffer (100 mM) + 10 pL of
orthophtaldehyde solution (OPT) were pipetted into 96-well plate, incubated for 20
minutes at room temperature (x 22 °C). Regarding levels of GSSG, cardiac supernatants
(50 uL) were previously incubated with N-ethylmaleimide (NEM, 20 uL, 0.04M), 30 min,
at room temperature (= 22 °C). Subsequently, was added 430 pL of sodium hydroxide
(NaOH, 0,1M). Then, 50 pL of this mixture + 140 uL of NaOH + 10 uL OPT were placed
in 96-weel plates. Both, GSG and GSSG levels were reading at 350 nm. The values were

expressed as micromol (umol) per mg of protein regarding respective standard curves.
Protein analysis

The RAGE and NOX4 protein expression levels was measured in cardiac tissue at 3 and
6 months of age. The hearts (100 mg), were homogenized using an extraction buffer
(pH=7,4) composed by KCI (3M), HEPES (1M), MgCI2 (1M), EDTA (0,5M), DTT
(1M), glicerol 10% and SDS 10%, with added protease inhibitor: ORT (1 mg/mL), PMSF
(1 mg/mL), pepstatin (PEP,1 mg/mL), aprotinin (APT, 1 mg/mL) and leupeptin (LEU,
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1mg/mL). Then the samples were centrifuged for 10 min at 10000g, at a temperature of
0 ° C. The protein concentration was performed according to the methodology proposed
by Bradford (28). Samples (40 pg of protein) were run on 10% SDS-PAGE (Sodium
Dodecyl Sulfate - Polyacrylamide Gel Electrophoresis), transferred to polyvinylidene
fluoride (PVDF) membranes (GE Healthcare®, Brasil Ltda) using the Mini Trans-Blot
Turbo Transfer System (Bio Rad®, Foster City, CA, USA). Membranes were previously
blocked with of nonfat dry milk (0,5%) dissolved in Tris-buffered saline Tween 20
(TBST) (0.05M Tris, 0.15M NaCl, pH 7.5 and 1% Tween-20). Subsequently the
membranes were incubated overnight with anti RAGE (1:500), anti NOX4 (1:500), anti
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH, 1:10.000) primary antibodies
(Cell Signaling®) and with individual horseradish peroxidase-conjugated secondary
antibodies (GE Healthcare®, Brasil Ltda). The resolved bands were scanned using a
ChemiDoc MP System Software and quantified using Image Lab Software, version 5.2.1
(Bio Rad®, Foster City, CA, USA).

Histological analysis

The cardiac ventricles were put into a formaldehyde solution 10% neutral buffered (NBF)
for at least 24 hours. Subsequently, the tissue specimens were dehydrated in ethyl alcohol
at increasing concentrations, diaphanized with xylene, embed and impregnated with
paraffin. For each tissue sample, were made cross-sections (4 um) and then were placed
on slides lubricated with albumin and maintained at 37°C for 24 h. Histological sections
were stained with hematoxylin-eosin (H.E.) to measure the cross-sectional area of the
cardiomyocyte size. After that, the sections were stained with PicroSirius Red to
determine the cardiac collagen levels as described by Junqueira (29). Sections were
randomly selected, and analyzed in blind. Myocyte size and collagen levels were made

using ImageJ software (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).
Statistical analysis

All data sets were expressed as means + standard deviation (SD). Statistical significance
was evaluated by unpaired Student t-test or one-way/two-way ANOVA test followed by
Bonferroni comparison test, were performed using GraphPad Prism version 5.00 for
Windows (GraphPad 5 Software®, San Diego, CA, USA). Probability values less-than

or equal to (P <0.05) were considered significant.

Results
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Hyperglycemia induced by streptozotocin is associated with maternal weight loss,
maternal hyperglycemia and increased mortality rate in the offspring during pregnancy
and lactation. In order to validate our experimental model (Table 1), female rats that were
exposed to hyperglycemia displayed a significant reduction of body weight at the end of
lactation (f-DR: 210 £ 11 g vs. f-CR: 280 + 2,6 g). Furthermore, in the same period the
females from diabetic group showed a significant increase of glycemia levels (f-DR: 460
*+ 14 mg/dL vs. f-CR: 82 £ 2,1 mg/dL), as well, polydipsia, polyuria and polyphagia than

compared with norm glycemic female group (data not shown).

Exposure to maternal hyperglycemia is associated with changes in biometric parameters
in the offspring at birth, 3 and 6 months of age. As a result of the exposition to
hyperglycemia in the periods of pregnancy and lactation, the offspring of diabetic mother
(O-DR) showed a decrease of body weight at birth (O-DR: 5,6 + 0,2 g vs. O-CR: 6,5 £
0,07 g) which persisted after weaning and throughout their entire life when compared
with O-CR group (» At 3 months, O-DR: 267,8 £ 7,9 g vs. O-CR: 336,8+ 7,8 g; At 6
months, O-DR: 329,1 £ 7 g vs. O-CR: 406 + 5,1 g). One the other hand, the body length
was similar in both O-DR and O-CR groups (Table 2).

Exposure to maternal hyperglycemia is associated with changes in biochemical
parameters in the offspring at 3 and 6 months of age. Our data provides significant
evidences that, maternal hyperglycemia induced by STZ, not only impaired the glucose
homeostasis, but also impaired the lipid metabolism in offspring at 3 and 6 months of age,
characterized by a significant increase of triglycerides (TG) and increase of low-density
lipoprotein cholesterol (LDL-c) levels, as well a significant decrease of high density
lipoprotein cholesterol (HDL-c) levels. Nevertheless, there was not statistical difference

in fasting glucose levels in the evaluated ages (Table 3).

Intrauterine and postnatal exposure to maternal hyperglycemia induce hemodynamic
alterations in the offspring at 6 months of age. In order to check hemodynamic parameters
in the offspring, the arterial pressure was measured in conscious and freely moving rats.
At 6 months of age, the O-DR group showed an increase of HR when compared with their
respective control group (O-DR, 330 = 2,7 bpm vs. O-CR, 310 + 3,5 bpm). Parallel to
this, there was not observed statistical difference in the SAP, DAP and MAP in both, O-
DR and O-CR group in this period (Table 4).
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Exposure to maternal hyperglycemia modifies the cardiac sensibility to 1SO in the
retrograde perfused heart system at 6 months of age. As expected, isoproterenol infusion
(101 M — 10 M) was able to invoke an increase in a dose dependent manner in the
ALVSP levels, as well a positive inotropic effect in both, O-DR and O-CR group. On the
other side, the intrauterine and postnatal exposure to maternal hyperglycemia attenuates
the sensitivity of OD-R group to ISO in a dose of 10° and 10* M when compared to O-
CR group (Figure 2A). The baseline of HR was similar in both, O-DR (214 + 3 bpm) and
O-CR (217 + 6 bpm) groups. One the other hand, comparable to that observed in the
contractile response, AHR was found decrease in OD-R group (Figure 2C). The analysis
of area under the curve (AUC) confirms our results observed in the Langendorff apparatus
(Figure 2B »ALVSP, O-DR: 170 = 11 mmHg vs. O-CR: 380 + 11 mmHg; Figure 2D
» AHR, O-DR: 140 + 9,5 bpm vs. O-CR: 250 £ 9,2 bpm).

The correlation between maternal hyperglycemia and oxidative status in offspring at 3
and 6 months of age. As shown in Figure 3A and 3B, the exposure to high glucose during
pregnancy and lactation, programs in the hearts offspring, increase of ROS and nitrites
levels respectively. Furthermore, the antioxidant capacity has been directly related to
maintenance of cardiac health. In our model, we observed a significant decrease in t-SOD
(Figure 3C), CAT (Figure 3D) and the ratio between GSH/GSSG (Figure 3E) levels in

the O-DR group compared with their respective controls, in both 3 and 6 months of age.

Maternal hyperglycemia promotes upregulation of RAGE/NOX4 in the offspring in an
age-dependent manner.O-DR group showed upregulation of RAGE receptor in the heart,
at 3 and 6 months of age, when compared to O-CR group (Figure 4A). Furthermore, the
cardiac expression of NOX4, one of the largest sources of oxidative stress, was increase
in the OD-R group as a result of exposure to maternal hyperglycemia only in 6 months of
age (Figure 4B).

Myocyte size and collagen levels are increased in offspring of diabetic mothers at 3 and
6 months of age. Several studies have reported that the imbalance redox contributes to
cardiac remodeling. In order to check the impact of the molecular alterations on the
morphological cardiac parameters, firstly we proposed to check the diameter of the
cardiomyocytes (Figure 5), followed to interstitial collagen deposition levels (Figure 6).
In this perspective, the exposure to maternal diabetes not only induces increase of

cardiomyocyte size, but also induces increase of collagen levels at 3 and 6 months of age



74

in a O-DR group when compared with their respective controls. Furthermore, there was

not observed statistical difference in heart weight in the evaluated ages (data not shown).

Discussion

Exposure to an unfavorable environment during critical periods of development, would
be associated with an increased risk of development of diseases in adulthood (7-9,30). To
understand the consequences of the maternal hyperglycemia on the offspring parameters,
experimental diabetes was induced by single dose of STZ (50 mg/Kg). In this context, it
is important to emphasize that offspring characteristics could be modulated by several
variables, as severity of the maternal hyperglycemia, diabetes models, protocols of
diabetes induction and different doses of STZ (31,32). In this study, STZ administration,
results in a severe diabetes in the females, f-DR group (Table 1). Besides that, we
observed a significant increase in the mortality rate of offspring exposed to maternal
diabetes (38% higher compared to O-CR group), observed as: abortions, intrauterine
absorption, maternal cannibalism or not breastfeeding. Similar results were observed by
Song and colleagues (33) in which it was observed a reduction in fetal viability in
hyperglycemic conditions. Furthermore, O-DR group showed reduction of the body
weight in all ages evaluated (at birth, 3 and 6 months) when compared with this respective
control group (O-CR).

It is extensively known that in utero exposure to high glucose is a considerable risk factor
to the impairment of metabolic profile. Recently, our research group demonstrated that
exposure to maternal hyperglycemia induces impaired of glucose tolerance and insulin
resistance in adult offspring (11). Likewise, in this study, maternal hyperglycemia induces
considerable disturbances in lipid profile in the O-DR group, characterized by increased
TG, CT levels and reduced of HDL levels.

As far as we know, studies that evaluated the impact of maternal hyperglycemia on the
adrenergic sensitivity in the adult offspring heart are still scarce. It is extensively known
that the sympathetic nervous system plays a central role in both physiological and
pathological conditions through B-adrenergic signaling (34,35). Abnormality in this
pathway has been demonstrate in experimental diabetes animals, such as a decreased
responsiveness of diabetic hearts to stimulation by B-adrenoceptor (B-AR) agonists
(36,37). In our model, the exposure to maternal hyperglycemia levels, contributes to
reduced sensibility to ISO, a non-selective f-adrenergic agonist drug, as well reduced to

contractility rate in the O-DR animals at 6 months of age (Figure 2). In parallel to this,
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O-DR group showed a significant increase in the heart rate at 6 months when compared
to offspring of control mothers (Table 4). Moreover, our researcher group observed
decrease of endothelium-dependent relaxation to acetylcholine and hyperactivity to
noradrenaline in mesenteric resistance arteries from offspring exposed to maternal
diabetes (38).

It is widely accepted that the development and progression of diabetic cardiomyopathy
could be a result from an imbalance between free radicals and the ability of the biological
system to detoxify reactive intermediates (39). In our study, exposure to maternal
hyperglycemia, not only increased the ROS and nitrites levels, but also induced reduction
of the activity of SOD, CAT, as well the ratio between GSH/GSSG levels.

In this context, RAGE is a multiligand member of the immunoglobulin superfamily of
cell surface molecules, expressed in a wide variety of tissues, including components of
the cardiovascular system (40). As a receptor for both, AGEs (advanced glycation end
products) and proinflammatories ligands (e.g., members of S100/calgranulin family),
RAGE has been investigated as a potential biomarker for several inflammatory conditions
(41), including diabetes (42) and cardiovascular diseases (43). In this study, the exposure
to maternal hyperglycemia during pregnancy and lactation, results in cardiac upregulation
of RAGE at 3 and 6 months of age in the O-DR group (see Figure 4A). Recent data in the
literature provides evidences that the overexpression of RAGE results in left ventricular
cardiac hypertrophy, diastolic dysfunction, aortic valve stenosis (44). Aleshin and
colleagues performed an ischemic-reperfusion experiment, using male mice genetically
modified (RAGE-/-), in this experimental protocol was observed that, knockout animals
had smaller infarct area and higher contractility function when compared with wild type
animals (45). Recent studies indicate a link between the oxidative stress and the activation
of RAGE in models of ischemia-hyperfusion heart injury (46,47). Besides that,
compelling evidences suggest that, RAGE and NAD(P)H oxidase (NOX) are involved in
the pathogenesis of cardiac dysfunction (21). In our experimental model, maternal
hyperglycemia not only induced increase of RAGE expression, bus also induced increase
of NOX4 expression, the major component involved in the exacerbation of the oxidative
stress in the heart, at 6 months of age (Figure 4B). Our data suggest that, upregulation of
RAGE/NOX4 pathway, as involved in the cardiac impairment of the redox balance,

cardiac hypertrophy and cardiac deposition of collagen.
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Conclusion

Taken together, our results suggest that the exposure to maternal hyperglycemia promotes
in the offspring heart, impairment of p-adrenergic signaling and enhanced of oxidative

status.
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Figure 1. Experimental design for obtaining the animal model.
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Results

Table 1. Parameters of the validation of the experimental model at the end of

lactation: - female results.

Parameters f-CR f-DR
Weight (g) 280+ 2,6 210 +11*
Glycaemia (mg/dL) 82+21 460+ 14 *

Values are means + SEM. Student t test: p<0,05. Legend: f-CR, female control rats; f-
DR, female diabetic rats.
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Table 2. Effects of maternal diabetes on the biometric parameters of offspring

At birth At 3 months At 6 months

Parameters O-CR O-DR O-CR O-DR O-CR O-DR

Weight () 6,5+ 0,07 5,6 +0,2* 336,8+7,8 267,8 £7,9* 406 +5,1 329,1+7*

Length (cm) 6,3+0,2 6,4 + 0,05 38,8+0,7 40,2+0,2 445+04 43,3+0,9

Values are means + SEM. One-way ANOVA: p<0,05. Legend: O-CR, offspring of

control rats; O-DR, offspring of diabetic rats.
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Table 3. Effects of gestational diabetes on the biochemical profile of the adult offspring.

At 3 months At 6 months
Parameters O-CR O-DR O-CR O-DR
Glucose 85+1,3 95+3,3 80+138 94 +6,6
Triglyceride 51+24 53+27 45+14 67 +5,9*
Total cholesterol 53+20 50+3,0 69+1,2 66 £ 2,2
LDL-c 94+15 17+0,8* 98+14 26+35*
HDL-c 4014 29+1.2* 35+0,95 30+1,0*

Values are means + SEM. One-way ANOVA: p<0,05. Legend: O-CR, offspring of
control rats; O-DR, offspring of diabetic rats; LDL-c, low density lipoprotein

cholesterol; HDL-c, high density lipoprotein cholesterol.
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Table 4. Direct measurement of blood pressure of offspring at 6 months of age.

O-CR6m O-DR6m

SAP 110+ 1,0 120+ 1,6
DAP 81, £ 0,61 89+24
MAP 90+14 100+ 2,0

HR 310+3,5 330 £ 2,7*

Values are means £ SEM. n = 6 animals per experimental group. Student t-test: p<0,05.
Legend: O-CR, offspring of control rats; O-DR, offspring of diabetic rats; SAP, systolic
arterial pressure; DAP, diastolic arterial pressure; MAP, mean arterial pressure; HR,

heart rate.
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Figure 2. Left ventricular systolic pressure (LVSP, 2A) and heart rate (HR, 2C) curves
obtained in the isolated perfused heart system. Figure 2B and 2D respectively represent
the areas under the curve (AUC) of these parameters in the heart of offspring exposed to
maternal hyperglycemia at 6 months of age. Values are means £+ SEM, n = 8 per
experimental group. Fig.2A and 2C, two-way ANOVA; post hoc: Bonferroni test:
p<0,05; Fig.2B and 2D, Student t-test: p<0,05. Legend: O-CR, offspring of control rats;
O-DR, offspring of diabetic rats.
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Figure 3. Analysis of cardiac oxidative stress in adult offspring at 3 and 6 months of age
exposed to maternal hyperglycemia. Legend: ROS, reactive oxygen species; t-SOD, total
activity of superoxide dismutase; GSH, reduced glutathione; GSSG, oxidized glutathione.

n = 6 animals per experimental group; * p < 0,05 vs. O-CR (Student t test).
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Figure 4. Western blot analysis of protein expression of RAGE (Fig.4A) and NOX4
(Fig.4B) in the heart at 3 and 6 months of age. n = 4 animals per experimental group, 3
independent experiments. *p < 0,05 vs. O-CR (Student t test). Legend: O-CR, offspring
of control rats; O-DR, offspring of diabetic rats; RAGE, receptor of advanced glycation
end products; NOX4, NAD(P)H oxidase 4.
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Figure 5. Photomicrograph of the heart of offspring exposed to maternal hyperglycemia
at 3 and 6 months. Schematic model used to measure the index of cardiac hypertrophy
(um2). H&E, 4um, 40x. n =5 animals per experimental group; * p < 0,05 vs. O-CR group
(Student t-test). Legend, CM’s, cardiomyocytes.
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Figure 6. Photomicrograph of the heart of offspring exposed to maternal hyperglycemia

at 3 and 6 months. Schematic model used to measure collagen levels in the cardiac tissue

(%). Picrossirius Red, 4um, 40x. n = 5 animals per experimental group; * p < 0,05 vs. O-

CR group (Student t-test).
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7. CONCLUSAO

Nossos achados sugerem que as alteracdes ocorridas durante o periodo de gestacdo e
lactacdo, em decorréncia da presenca de hipertrofia cardiaca e /ou diabetes, se
reproduzem na prole, precipitando um quadro inflamatério que pode ser a génese das

alteracdes cardiometabolicas nos nossos modelos.



