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RESUMO

A ingestdo de High-fat diet (dieta rica em gordura, HFD) durante a gestagéo e lactacdo tem sido
associada ao aumento do risco de desenvolvimento de distdrbios cardiorrespiratérios na prole
adulta. Investigamos se o enriquecimento da dieta hiperlipidica com 6mega(w)-3 é capaz de
atenuar as alteracdes cardiorrespiratorias na prole resultantes do consumo da mesma. A prole
de ratos Wistar foi alimentada com dieta Controle (GC: 19% de lipidios e razdo o6:®3 = 12,66),
hiperlipidica (HF: 33% lipidios e razdo ®6:@3 = 21,22) ou hiperlipidica enriquecida com
0mega-3 (HF®3: 33% de lipidios e razdo 6:®3 = 9,45) durante a gestagdo e lactagdo ¢ seus
filhotes machos foram avaliados. Pardmetros de consumo alimentar da prole, medidas
murinométricas, niveis séricos de marcadores metabolicos, frequéncia respiratoria (FR),
volume corrente (VT) e ventilacéo (VE) foram avaliados ao longo da vida (1, 7, 14, 21, 30, 90
e 300 dias). As medidas diretas da pressdo arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC),
frequéncia respiratoria (FR) e variabilidade respiratéria (VR) e cardiaca (VC) foram avaliadas
em ratos conscientes adultos (90 e 300 dias). A comparacdo dos grupos foi feita atraves da
ANOVA one-way e foi considerado p<0,05 como significativo. A HFD materna aumentou o
peso corporal ao nascimento, provocou dislipidemia e niveis elevados de glicose em jejum no
grupo HF. O enriguecimento de »-3 ha HFD materna reduziu o peso ao nascer e levou a melhora
do perfil lipidico, glicémico e bioquimicodas transaminases do grupo HF®»3 até o inicio da vida
adulta. No entanto, no final da idade adultada prole, ndo houve melhora nesses parametros
bioquimicos. O grupo HF apresentou aumento daFR no 1° e 14° dia no momento basal, bem
como diminui¢do do AVT no 14° e diminuigdo do AVTno 14° e 21° dia em resposta a hipoxia
induzida. Em relacdo a variabilidade respiratoria, o grupo HF apresentou menor valor do
componente SD1 no 7° dia e maior do componente SD2 no 14° dia. HF®3 mostrou SD1
aumentado no 21° dia. Além disso, tanto HF quanto HF®3 apresentaram diminuic¢do da banda
LF e darazdo LF/ HF na variabilidade da frequéncia cardiaca no dominio da frequéncia no 90°
e 300° dia. No entanto, apenas HF apresentou aumento da PAM no 90° dia, e tanto HF quanto
HF®3 apresentaram PAM aumentada no 300° dia, quando comparados ao Controle. N0ossos
achados mostram que o consumo materno de dieta rica em ®-3 é capaz de atenuarou prevenir
prejuizos metabdlicos induzidos pela HFD materna na prole até o inicio da idade adulta, mas
ndo em idades mais tardias. A HFD materna também leva ao aumento da frequéncia respiratoria
durante o periodo de maturacdo da rede neural respiratdria, diminuicdo da variabilidade da

frequéncia cardiaca e inicio precoce da hipertensdo na prole. Além disso, a HFD materna



enriquecida com ®-3 foi capaz de mitigar os efeitos deletérios sobre os parametros ventilatorios

durante o periodo de maturacdo da rede neural e impediu o inicioprecoce da hipertensdo na prole.

Palavras-chave: plasticidade fenotipica; dieta hiperlipidica; acido alfa-linolénico;

hipertensao.



ABSTRACT

Intake of a high-fat diet (HFD) during pregnancy and lactation has been associated with an
increased risk of developing cardiorespiratory disorders in adult offspring. We investigated
whether enrichment with omega-3 in the high-fat diet is capable of attenuating the
cardiorespiratory changes in the offspring resulting from its consumption. The offspring of
Wistarrats were fed a Control diet (GC: 19% lipids and ratio ®6: ®3 = 12.66), hyperlipidic diet
(HF: 33%lipids and ratio ®6: ®3 = 21.22) or hyperlipidic enriched with omega -3 (HF®3: 33%
lipids and ratio ®6: ®3 = 9.45) during pregnancy and lactation and their male offspring were
evaluated. Parameters of offspring food intake, murinometric measurements, serum levels of
metabolic markers, respiratory rate (RF), tidal volume (VT) and ventilation (VE) were
evaluated on the 1st,7th, 14th, 21st, 30th, 90th and 300th days of life. Direct measurements of
mean arterial pressure (MAP), heart rate (HR), respiratory rate (RR) and respiratory (VR) and
heart (CV) variability wereevaluated in conscious rats at 90 and 300 days of life. The groups
were compared using one-way ANOVA and p <0.05 was considered significant. Maternal HFD
increased body weight at birth, caused dyslipidemia and high fasting glucose levels in the group
with HF. The enrichment of omega-3 in maternal HFD led to lower birth weight and improved
lipid, glycemic and biochemical profile of transaminases in the HF®3 group until early
adulthood. However, at the end of adulthood, there was no improvement in these biochemical
parameters. The HF group showed anincrease in RR on the 1st and 14th days at baseline, as
well as a decrease in AVT on the 14th anda decrease in AVT onthe 14thand 21st days in response
to induced hypoxia. Regarding respiratoryvariability, the HF group had a lower value for the
SD1 component on the 7th day and a higher value for the SD2 component on the 14th day.
HF®3 showed increased SD1 on the 21st day. In addition, both HF and HF w3 showed a decrease
in the LF band and the LF / HF ratio in heart ratevariability in the frequency domain on the 90th
and 300th day. However, only HF showed an increase in MAP on the 90th day, andboth HF and
HF w3 showed an increased MAP on the 300thday, when compared to Control. Ourfindings show
that maternal consumption of a diet rich in omega-3 is able to attenuate or preventmetabolic
damage induced by maternal HFD in the offspring up to 90 days of age, but not in the long term,
as observed at 300 days of age of the offspring. The consumption of the maternal HFD diet also
leads to increased respiratory rate during the maturation period of the respiratoryneural network,
decreased heart rate variability andearly onset of hypertension in the offspring.In addition, the
maternal HF diet enriched with omega-3 was able to mitigate the deleterious effects on

ventilatory parameters during the maturationperiod of the neural network and



prevented the early onset of hypertension in the offspring.

Keywords: phenotypic plasticity; high fat diet; alpha-linolenic acid; hypertension.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Desenho experimental de acordo com o periodo de avaliacdo da prole de machos
Wistar submetidos a dieta Controle (19% de lipidios), HF (33% de lipidios) e
HFw3 (33% de lipidios enriquecida com 0mega-3) durante a gestacdo e
TACTAGED. ...ttt

Figura 2 — Pletismografia de corpo inteiro representada por um desenho esquematico
(adaptado de Penitente et al., 2007) e uma imagem de um animal ndo
anestesiado, no dia do experimento, em uma caixa plestimografica de corpo
1 (=T oSS UP

Figura 3 — Desenho esquematico do implante de cateter em veia e artéria femoral em

Figura 4 — Variabilidade da frequéncia cardiaca no dominio do tempo e da frequéncia aos
90 dias de vida da prole de ratos cujas mées receberam dieta Controle (C), dieta
Hiperlipidica (HF) e dieta Hiperlipidica enriquecida com émega-3 (HF®3)
durante a gestacao € laCtaCa0...........cucveieieieie e

Figura 5 — Variabilidade da frequéncia cardiaca no dominio do tempo e da frequéncia aos
300 dias de vida da prole de ratos cujas maes receberam dieta Controle (C),
dietaHiperlipidica (HF) e dieta Hiperlipidica enriquecida com 6mega-3 (HF®3)
durante a gestacao € 1aCtaCa0...........ceeveieeieeiiiie e e

Figura 6 — Valores hemodinamicos basais aos 90 dias de vida da prole de ratos cujas mées
receberam dieta Controle (C), dieta Hiperlipidica (HF) e dieta Hiperlipidica
enriquecida comomega-3 (HF®3) durante a gestagdo e lactagao..............cc.ceeveeee.

Figura 7 — Valores hemodindmicos basais aos 300 dias de vida da prole de ratos cujas mées
receberam dieta Controle (C), dieta Hiperlipidica (HF) e dieta Hiperlipidica
enriquecida com 6mega-3 (HF®3) durante a gestacdo e lactagdo........................

Figura 8 — Valores de variacdo (A) hemodindmica apds administragdo de KCN endovenosa
aos 90 dias de vida da prole de ratos cujas maes receberam dieta Controle (C),
dieta Hiperlipidica (HF) e dieta Hiperlipidica enriquecida com 06mega-3
(HF®3) durante a gestagdo € 1aCtagao..........covvvrerrierienieiee e

Figura 9 — Valores de variacao (A) hemodinamica apds administracdo de KCN endovenosa
aos 300 dias de vida da prole de ratos cujas maes receberam dieta Controle (C),
dieta Hiperlipidica (HF) e dieta Hiperlipidica enriquecida com 6&mega-3
(HF®3) durante a gestagao € 1aCtagao. ..........cevervrieeerieieiiieieeee e

43

45

56

58

60

61

61



Figura 10 — Valores de variacdo (A) hemodinamica apos administracdo endovenosa de Fen
e NPS aos 90 dias de vida da prole de ratos cujas mées receberam dieta
Controle (C), dietaHiperlipidica (HF) e dieta Hiperlipidica enriquecida com
Omega-3 (HF®3) durante a gestagao e 1actagao...........c.coverrvreieicc e 63

Figura 11 — Valores de variacao (A) hemodindmica apds administracdo endovenosa de Fen
e NPS aos 300 dias de vida da prole de ratos cujas mées receberam dieta
Controle (C), dietaHiperlipidica (HF) e dieta Hiperlipidica enriquecida com
0mega-3 (HF®3) durante a gestacdo e 1actagao...........ccccvvvveeereeieiicrie e 65

Figura 12 — Barorreflexo espontaneo (SBR) e induzido (BRI) apds administracdo
endovenosa de Fen e NPS aos 90 dias de vida da prole de ratos cujas maes
receberam dietaControle (C), dieta Hiperlipidica (HF) e dieta Hiperlipidica
enriquecida com 6mega-3 (HF®3) durante a gestacao e lactacdo...............co..... 66

Figura 13 — Barorreflexo espontaneo (SBR) e induzido (BRI) apds administracao
endovenosa de Fen e NPS aos 300 dias de vida da prole de ratos cujas maes
receberam dieta Controle (C), dieta Hiperlipidica (HF) e dieta Hiperlipidica
enriquecida com émega-3 (HF®3) durante a gestacao e lactagao....................... 66



LISTA DE TABELAS

Tabelal— Composicdo quanto aos ingredientes das dietas experimentais............c.ccecvervenne. 40

Tabela 2 — Composicdo percentual de acidos graxos quanto a presenca de dupla ligagédo
na cadeia carbdnica das dietas eXperimentais............ccccceevveveeresieeieesesie s 43
Tabela 3 — Consumo alimentar em gramas, calorias e macronutrients e o coeficiente de

eficiéncia alimentar apds o desmame da prole de ratos submetidos & dieta
Controle (C), Hiperlipidica (HF) e Hiperlipidica enriquecida com édmega-3

47
(HF®3) durante a gestacao € 1aCtacao...........cceveeveeieicieie e
Tabela 4 — Parametros murinomeétricos da prole de ratos cujas maes foram alimentadas
com dieta Controle (C), Hiperlipidica (HF) ou Hiperlipidica enriquecida com
O0mega-3 (HF®3) durante gestagao € 1actagao...........cooevrerenirine e 48

Tabela 5 — Perfil bioquimico em jejum aos 22, 30, 90 e 300 dias de vida da prole de ratos
cujas maes receberam dieta Controle (C), dieta Hiperlipidica (HF) e dieta
Hiperlipidica enriquecida com 6mega-3 (HF»3) durante a gestacéo e lactacdo.. 50

Tabela 6 — Pardmetros respiratorios basais de frequéncia respiratoria (RF), volume corrente
(VT) e ventilacdo pulmonar (VE) de 1 a 300 dias de vida da prole de ratos
cujas maes receberam dieta Controle (C), dieta Hiperlipidica (HF) e dieta
Hiperlipidica enriquecida com émega-3 (HF®3) durante a gestacéo e lactacéo.. 52

Tabela 7 — Valores de variacdo (A) de frequéncia respiratoria (FR), volume corrente (VT)
e ventilagdo pulmonar (VE) apds inducdo de hipdxia de 7 a 30 dias de vida da
prole de ratos cujas médes receberam dieta Controle (C), dieta Hiperlipidica
(HF) e dieta Hiperlipidica enriquecida comémega-3 (HFw3) durante a gestacédo
€ ACTAGAD. ...ttt 53

Tabela 8 — Componentes SD1 (standard deviation 1) e SD2 (standard deviation 2) da
variabilidade respiratoria de 1 a 300 dias de vida da prole de ratos cujas mées
receberam dieta Controle (C), dieta Hiperlipidica (HF) e dieta Hiperlipidica
enriquecida com 6mega-3 (HF®3) durante a gestaco e 1actagao....................... 54



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AA Acido araquidénico

ACC* Acetil CoA carboxilase

AGL Acidos graxos livres

AIN-93 American Institute of Nutrition (em inglés); Instituto Americano de Nutri¢cdo
ALB Albumina

ALT Alanina aminotransferase

AST Aspartato aminotransferase

HF High frequency (em inglés); banda de alta frequéncia

Banda LF Low frequency (em inglés); banda de baixa frequéncia
BBn Intervalo respiracdo-a-respiracdo

BBn + 1 intervalo subsequente

BTH Butil-hidroxi-tolueno

C Grupo Controle

CB Corpusculo carotideo

CEA Coeficiente de eficiéncia alimentar

CEUA Comité Etico de Uso Animal

CO2 Dioxido de carbono

COBEA Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal

COX Cicloxigenase

CT Colesterol total

DHA Acido docosaexahendico

EPA Acido eicosapentaenoico



FC Frequéncia cardiaca

Fen Fenilefrina

FR Frequéncia respiratoria

HDL-c High-density lipoprotein cholesterol (em inglés); lipoproteina de baixa densidade
HF High frequency (em inglés); alta frequéncia

HF Grupo hiperlipidico

HFD High Fat Diet (em inglés); dieta rica em gordura
HFw3 Grupo hiperlipidico enriquecido com 6mega 3
HIF- 1a Fator indutor de hipdxia- 1 o

IL-17 Interleucina-17

IL-1B Interleucina-1p

IL-6 Interleucina-6

KCN Cianeto de potassio

LDL-c Low-density lipoprotein cholesterol (em inglés); lipoproteina de baixa densidade
LF Low frequency (em inglés); baixa frequéncia
LF/HF Raz&o baixa frequéncia/alta frequéncia

LOX Lipoxigenase

NCS Nervo carotideo

NPS Nitroprussiato de sédio

NTS Nucleo do Trato Solitario

O, Oxigénio

PAM Pressdo arterial media

PE Polietileno

PPAR-gama* Receptor ativado por proliferador de peroxissomas-gama



Pré-bét C Complexo Pré-Botzinger

pRR50 Porcentagem dos intervalos RR adjacentes
PT Proteinas totais

PUFA Acidos graxos poliinsaturados

PVN Ndcleo paraventricular

RMSSD Raiz quadrada da média das diferencas entre os intervalos RR normais adjacentes em

um intervalo de tempo

RPM Rotacdes por minuto

RVLM rostroventrolateral médio

SBR Sensibilidade barorreflexa espontanea

SD1 Standard Deviation 1 (em inglés)

SD2 Standard Deviation 2 (em inglés)

SDARR Desvio padrao das medias dos intervalos RR normais
SDRR Desvio padrédo de todos os intervalos RR normais
SNA Sistema Nervoso Autdnomo

SREBP* Proteina reguladora de ligagdo ao elemento esterol
TNF-a Fator de necrose tumoral o

TX Tromboxano dependente de ciclooxigenase

VE Ventilagdo pulmonar

VFC Variabilidade da frequéncia cardiaca

VLDL Very-low-density lipoprotein (em inglés); lipoproteina de muito baixa densidade
VLF Very low frequency (em inglés); muito baixa frequéncia
VT Volume corrente

A Delta, variagdo

®-3 Omega 3

o-6 Omega 6



©-6 Omega 6



2.1
2.2

2.3

2.4

2.5

5.1
5.2

6.1
6.2
6.3
6.4
6.5
6.6
6.7

6.8
6.9
6.10
6.11
6.12
6.13

7.1

SUMARIO

LN T0]1510 070 IO 20
REVISAO DA LITERATURA ...t ee e ee s, 23
Ambiente perinatal, nutricdo e plasticidade fenotipica...........cccoccovvviviiviiviiiciicicnnnn, 23

Dieta hiperlipidica materna e seus efeitos sobre o metabolismo e crescimento
(0 = W o] o] [ OSSR 25

Dieta hiperlipidica materna e seu impacto sobre a rede de controle neural da

Pressao arterial da Prole.........ooooeii i s 26
Dieta hiperlipidica materna e alteracdes respiratorias e cardiovasculares na

PIOIB ..o s 28
Omega (®)-3 como estratégia nutricional em dietas hiperlipidicas......................... 30
JUSTIFICATIVA ettt sttt sttt st neane e 35
HIPOTESES. ..ottt sttt 36
OBUJIETIVOS..... ottt ettt s bt s et st e e nesbe st eneasenee e 37
ODJEUIVO GEIaAL......o bbb 37
ODjJELIVOS ESPECITICOS. .....cvieeviitiecieie et 37
IMIETODOS. ...ttt 38
Animais e desenho experimental.............ccooii e 38
Manipulagao NUEFICIONAL..........ccoooiiiiiiiec e 39
CONSUMO AlIMENTAL ..ottt ee e e 42
Medidas MUFINOMETIICAS. .......cviiiierie et enes 42
AValiagao DIOQUIMICA........eiiiiiiiic e 42
Medidas de ventilagao PUIMONAT...........cccooiveiieiieiieie e 43
Ativacao dos quimiorreceptores PeriferiCoS.........coviiiireiiiieneisi e 44
Analise da variabilidade resSpiratoria...........ccocooiiiiiiiiiieneeee e 44
Analise espectral da variabilidade da frequéncia cardiaca.............c.ccccceevveiernnnnee., 44
Procedimento cirurgico para implante de cateter em artéria e veia femoral......... 45
Estudo do tdnus simpatico sobre o sistema cardiovascular..............cccccooveveivennnene. 45
Avaliagcdo do DarorrefleXo..........ccoiiiiiiii e 45
ANALISE A0S AUOS. ...ttt bbb bbb 46
RESULTADOS . ...ttt ettt e et e e sate e e nne e e e ne e e abae e anneeennneeens 47

Consumo alimentar das proles de 22 a 300 dias de vida...........cccccovvevveiiieiiesineennn, 47



7.2
7.3
7.4
7.5
7.6
7.7
7.8
7.9
7.10

Medidas murinometricas das proles de 1 a 300 dias de vida.............ccccevevvrivrrnennnns 48

Parametros bioquimicos das proles aos 22, 30, 90 e 300 dias de vida...................... 49
Parametros ventilatorios das proles de 1 a 300 dias de vida...........ccccccevvvrvivevennnne 51
Inducéo de hipdxia nas proles de 7 a 30 dias de Vida...........ccoovevereveneinieseeeeenn 53
Variabilidade respiratoria das proles de 1 a 300 dias de vida............cccccceevevnrennenne. 54
Variabilidade da frequéncia cardiaca das proles aos 90 e 300 dias de vida............ 55
Parametros hemodinamicos basais das proles aos 90 e 300 dias de vida................. 60
Ativacdo quimiorreflexa das proles aos 90 e 300 dias de vida..........c.cccoevververvrennene. 61
Balanco barorreflexo das proles aos 90 e 300 dias de vida...........c.ccccevvevveiveieennnane. 63
DISCUSSAO. ...ttt 68
CONSIDERACOES FINAIS ... .ot 76
REFERENCIAS. ...ttt 77
APENDICE A —PAPER ...ttt sasen s 92
APENDICE B =PAPER 2....co oottt 106

ANEXO A — APROVAGCAO DA CEUA ...t 117



1 INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares e metabolicas, tais como hipertenséo, dislipidemias e diabetes
tipo 11, apresentam uma alta prevaléncia no mundo (DENG; WANG; YUAN, 2020). Tais doencas
constituem um importante problema de salde publica, uma vez que aumentam os fatores de risco
associados ao surgimento de outras patologias, incluindo doencas coronarias, derrame cerebral e
insuficiéncia cardiaca (LANDSBERG et al., 2013). Estudos indicam que a etiologia das doengas
cardiometabolicas compreende um fendtipo complexo, que emerge de diversas origens genéticas,
ambientais, nutricionais, comportamentais e étnicas (LANDSBERG et al., 2013; COSTA-SILVA,
SIMOES-ALVES, FERNANDES, 2016).

Neste contexto, evidenciou-se que 0s maus habitos alimentares e o estado nutricional
inadequado no inicio da vida podem desempenhar um importante papel na génese de doencas
cardiometabolicas, levando a disfuncdes fisioldgicas. Essas disfun¢bes podem ocorrer a partir de
alteragdes no processo de diferenciagdo celular no periodo critico do desenvolvimento e/ou
modifica¢des epigenéticas, tornando as células e tecidos suscetiveis a desordens ao longo da vida
(HEINDEL; VANDENBERG, 2015; BAROUKI et al., 2012).

Estudos mostram que o consumo materno de dieta hiperlipidica durante a gestacéo e
lactacdo estd associado a um maior risco para o desenvolvimento de obesidade (DESAI et al.,
2020), diabetes mellitus (BRINGHENTI et al., 2014), hipertensdo (GUBERMAN et al., 2013) e
sindrome metabolica (DESAI et al., 2014) nos descendentes. Além disso, estudos com ratos tém
demonstrado que o consumo excessivo e desbalanceado de gorduras na dieta materna durante a
gestacdo, lactacdo e/ou ap6s o desmame leva ao aumento nos niveis basais de pressao arterial na
prole (KHAN et al., 2005; WILDE et al., 2000; FEOLI et al., 2003; STOCKER; MEADOR,;
ADAMS, 2007; XUE et al., 2015), o qual persiste na vida adulta.

No entanto, durante a gestagdo e lactacdo hd aumento das necessidades maternas de acidos
graxos essenciais, 0mega-6 (w-6) e 6mega-3 (®»-3) e seus derivados: os &cidos graxos
poliinsaturados de cadeia longa, conhecidos como 4&cido araquidénico (AA), é&cido
docosaexaenoico (DHA) e eicosapentaenoico (EPA), que desempenham papel importante no
desenvolvimento do sistema nervoso central e acuidade visual (KOLETZKO et al., 2007; SILVA
et al., 2007). Os acidos graxos ®-3 podem atuar por meio da diminui¢do na producéo e/ou na

supressdo de citocinas inflamatorias durante a gestacdo, as quais sdo responsaveis no inicio pela
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recepcao do embrido e implantagdo no Utero e no ultimo trimestre pelo amadurecimento cervical
e contragdo uterina, induzindo ao trabalho de parto (AKERELE; CHEEMA, 2016).

As propriedades antiinflamatdrias do ®-3 ocorre por redu¢cdo do metabolismo de -6 e,
consequentemente, da producao de moléculas pré-inflamatorias. Isto se d& porque 0 mesmo grupo
de enzimas sdo requeridas para a sintese de moléculas pro-inflamatorias a partir do ©-6 e
antiinflamatdrias a partir do ©-3 (PERINI et al., 2010; AKERELE; CHEEMA, 2016). Ha estudos
que tém demonstrado que o ®-3 estd associado ao menor risco de doencas cardiovasculares, mas
0s mecanismos adjacentes a isto ainda ndo estdo esclarecidos (KRIS-ETHERTON; HARRIS;
APPEL, 2002; HARRIS; CONNOR; LINSEY, 1984). Ndo se sabe ao certo se o efeito
cardioprotetor € exercido pelo ®-3 ou pelos produtos metabolicos eicosanoides. No entanto, o
DHA parece ser mais eficaz na reducdo da pressao arterial quando comparado ao EPA (MORI et
al., 2000).

Embora a etiologia da hipertensao arterial ainda ndo esteja completamente compreendida,
observou-se que o desbalango do sistema nervoso auténomo, com predominancia do ténus
simpatico, constitui um importante fator de risco (BARROS et al., 2015; DE-BRITO-ALVES et
al., 2015, 2016). Alem disso, estudos sugerem que a dieta hiperlipidica pode ter um impacto
significativo sobre o aumento da atividade nervosa simpatica (VIDAL-SANTOS et al., 2017), em
neurdnios de regides-chave do controle cardiorrespiratério, a exemplo do nlcleo do trato solitario
(NTS) (BARDGETT; SHARPE; TONEY, 2014), o que poderia justificar, ao menos em parte, 0
aumento basal dos niveis de pressdo arterial dos animais submetidos & dieta hiperlipidica materna

perinatal.

Igualmente tem sido proposto que modificagcbes na geracdo e modulagdo do ritmo
respiratdrio basal (MORAES et al., 2014; COSTA-SILVA et al., 2010, 2015; DE-BRITO-ALVES

et al., 2015) e alteragcBes na quimiossensibilidade periférica e central ao O2 e CO2 podem
desencadear a hiperativacdo do sistema nervoso simpatico e, consequentemente, a hipertensdo
arterial (ZOCCAL, 2011; MORAES et al., 2014; COSTA-SILVA et al., 2012, 2015). Isto sugere
gue mecanismos respiratorios também podem estar envolvidos no processo de instalacdo dessa
patologia (BARNETT et al., 2016; ITURRIAGA et al., 2016; NANDURI; BRABHAKAR, 2016).

Neste estudo testamos a hip6tese de que animais provenientes de maes que consumiram
dieta hiperlipidica durante gestacdo e lactacdo apresentam alteracdo na maturacdo e controle
ventilatorio neonatal, decorrente do desbalanco autondmico. Hipotetizamos que estas alteragdes

devam promover modifica¢des na geracdo e modulacéo da atividade simpatica e respiratoria nesse
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modelo experimental, com consequente desenvolvimento de hipertensdo arterial. Além disso,
testamos a hipotese de que 0 enriquecimento com ®-3 de dieta hiperlipidica, na proporcéo
adequada, é capaz de reverter ou minimizar os danos ocasionados pelo alto consumo materno de

acidos graxos saturados.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Ambiente perinatal, nutricéo e plasticidade fenotipica

O conhecimento dos processos relacionados ao crescimento e desenvolvimento humanos
contribui para uma maior compreensao dos mecanismos relacionados a salde e a doenca ao longo
da vida. ldentificar quais, quando e como atuam tais mecanismos pode ser a melhor alternativa
para evitar que as doencas se instalem. Neste sentido, evidéncias cientificas apontam a existéncia
de uma importante associacdo entre condi¢des ambientais adversas no inicio da vida e a maior
predisposicdo a instalacdo de doencas cronicas ndo-transmissiveis, possivelmente ocasionada por
ajustes metabolicos precoces (SILVEIRA et al., 2007).

A gestacdo e lactacdo sdo periodos em que ocorrem rapida proliferacdo e diferenciacao
celular, assim como a maturacdo de Orgdos e sistemas e, devido a essas caracteristicas, este
momento pode ser denominado de ‘periodo critico do desenvolvimento’ (DOBBING, 1968, 1981;
SMART, 1991; MORGANE et al., 1993). Barker e colaboradores (1989) constataram que o0 baixo
peso ao nascer e, principalmente, no primeiro ano de vida esta relacionado a uma maior tendéncia
a mortalidade por isquemia cardiaca. Posteriormente, Hales e colaboradores comprovaram que 0s
individuos que nasceram com baixo peso ou apresentaram peso insuficiente no primeiro ano de
vida desenvolviam intolerancia a glicose, apresentavam maiores niveis de marcador de resisténcia

a insulina (32-33 pro-insulina) e hipertensdo arterial quando na vida adulta (HALES et al., 1991).

Tendo em vista que o ambiente é capaz de influenciar o desenvolvimento do fenotipo,
emerge entdo o conceito de plasticidade fenotipica, que pode ser definido como a capacidade do
genotipo gerar mais de uma forma alternativa de morfologia, estado fisiol6gico e comportamento
em resposta as condi¢fes ambientais (WEST-EBERHARD, 1989). Dentre os mecanismos pelos
quais podem ocorrer mudancas no fenotipo estdo 0s mecanismos epigenéticos, responsaveis por
modificacBes hereditarias na expressao genética, porém mantendo a sequéncia de genes, por meio
de processos de metilacdo do DNA, modificacdo das histonas e microRNAs (WADDINGTON,
1957; GOLDBERG; ALLIS; BERNSTEIN, 2007; HANSON et al, 2011). Estudos sugerem que o
periodo fetal € o mais sensivel a instalacdo das alteracbes epigenéticas, que sdo capazes de
influenciar a expressao génica celular e tecidual, o dismorfismo sexual e a predisposicdo de
disturbios e doencas ao longo da vida (WEST-EBERHARD, 1986, 2005; BOGDARINA et al.,
2007).

Nesse contexto, Wells (2011) propds um modelo conceitual de méa nutricdo materna versus
risco de doencas nos filhos, baseado nas caracteristicas fenotipicas. Para o autor, os fen6tipos
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possuem tanto capacidade metabdlica (diversidade de aspectos estruturais e funcionais de 6rgdos
e sistemas adquiridos na vida fetal e infancia), quanto carga metabodlica (carga imposta ao
organismo e sua condicao fisiologica sobre a capacidade metabdlica homeostéatica). Sendo assim,
um insulto nutricional durante a gestacao e/ou lactacao é capaz de reduzir a capacidade metabdlica
da progénie e, uma vez exposta a um ambiente de sobrecarga metabdlica (ex.: consumo de dietas
hipercaldricas e/ou exacerbada em macronutrientes, sedentarismo, stress, etc.), a razao capacidade
metabolica e carga metabdlica entra em desequilibrio, predispondo o surgimento de doencas.
Porém, é dificil precisar o0 momento em que tal instabilidade ocorre, tendo em vista que cada
organismo possui sua particularidade fisioldgica, podendo expressar as alteracdes fenotipicas ao
curto ou ao longo prazo (WELLS, 2011).

Aspectos nutricionais, tais como a presenca de obesidade materna e o consumo de dieta
rica em gorduras durante a gravidez e/ou lactacédo, predispdem a prole ao aumento de adiposidade,
obesidade, diminuicdo no percentual de massa magra e niveis aumentados de triglicerideos,
corticosterona, insulina e glicose, além de hipertensdo, sendo potenciais fatores de risco para a
instalacdo de sindrome metabdlica na vida adulta (DESAI et al., 2014). No entanto, a exposi¢ao
precoce a dieta hiperlipidica, a despeito da obesidade materna, leva a prole ao aumento ponderal
e modificagdo do comportamento alimentar. H4 maior tendéncia ao consumo de alimentos solidos
antes mesmo do desmame e sem reducdo no consumo de leite materno, refletindo, desse modo,
um padrdo de hiperfagia que se mantém na vida adulta mesmo apds a mudanca para a dieta padrao
(KOJIMA et al., 20186).

Pirola e Ferraz (2017) afirmam que os &cidos graxos da dieta podem atuar sobre a relacdo
celular dos macréfagos M1 (com atividade pro-inflamatéria) / M2 (com atividade anti-
inflamatoria). Os acidos graxos saturados estimulam o desenvolvimento de células M1, enquanto
que os insaturados aumentam as células M2 no tecido adiposo. No processo de instalacdo da
obesidade e hipertrofia dos adipdcitos, os macrofagos pré-inflamatérios M1 e subconjuntos de
células T infiltram o tecido adiposo. Segundo os autores, engquanto a obesidade se desenvolve
acontece aumento, tanto no tecido adiposo quanto sistemicamente, de diversas citocinas pro-
inflamatorias, como interleucina-1p (IL-1p), fator de necrose tumoral o (TNF-a), interleucina-17
(IL-17) e interleucina-6 (IL-6), que estdo associadas a progressao do fendtipo obeso ligado a
sindrome metabdlica. O estabelecimento do fenotipo pré-inflamatério é caracterizado como a
relacdo entre o desenvolvimento da obesidade, a evolugdo desta para a resisténcia a insulina,
consequentemente ao Diabetes Melittus tipo 2, e doenca cardiovascular associada (PIROLA,
FERRAZ, 2017).
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2.2 Dieta hiperlipidica materna e seus efeitos sobre o metabolismo e crescimento da prole

O ambiente que uma prole em desenvolvimento experimenta durante o periodo perinatal é
marcadamente influenciado pela salde materna e composicao da dieta (SULLIVAN; NOUSEN;
CHAMLOU, 2014). Os mecanismos pelos quais a dieta materna e o perfil metab6lico moldam o
ambiente perinatal permanecem desconhecidos, mas estudos apontam gue aumentos nas citocinas
inflamatorias (BILBO; TSANG, 2010; SONG et al., 2015), nutrientes (glicose e acidos graxos)
(TELLECHEA; MENSEGUE; PIROLA, 2017; MORAHAN et al., 2020) e hormonios (insulina
e leptina) (GOMES et al., 2018; BARBOSA et al., 2019) afetam o ambiente da prole em

desenvolvimento.

Diversos estudos em animais sugerem que a exposicao pré-natal a High-Fat Diet (HFD,
“dieta rica em gordura” em traducdo livre) é desfavoravel para a saude da prole,
independentemente se a exposi¢do ocorreu durante a gestacdo ou lactagdo. Dados sobre o impacto
da HFD materna durante a gestagéo e lactacdo no peso ao nascer da prole indicam que a dieta ndo
afeta diretamente o peso inicial dos filhotes (DESAI et al., 2014; PURCELL et al., 2011;
VOLPATO et al., 2012; WILLIAMS et al., 2014). No entanto, muitas descobertas também
indicam que os filhotes ganham significativamente mais peso durante a adolescéncia e idade
adulta. Vérios estudos tém demonstrado que a HFD materna que fornece entre 21% e 60% de
energia proveniente das gorduras durante a gravidez e a lactacdo potencializam o crescimento da
prole (DESAIl et al., 2014; PURCELL et al., 2011; CONNOR et al., 2012; PARADIS et al., 2017;
LEPINAY et al., 2015).

Além disso, Guo e Jen (1995) descreveram efeitos ao longo prazo da HFD pré-natal em
ratos sobre a disfuncdo metabdlica na prole. Esses efeitos incluiram aumento de peso, da gordura
corporal e do figado, aumento dos niveis de triglicerideos hepaticos, niveis elevados de glicose e
triglicerideos totais no plasma. Varios estudos também mostraram que a sindrome metabolica em
humanos contribui para o risco de doencas cerebrais como ansiedade, depressdo, distlrbios de
aprendizagem e transtorno de deficiéncia de atencdo (ROFEY et al., 2009; CSERJESI et al., 2007;
WARING; LAPANE, 2008, OTTESEN et al., 2020).

Yokomizo e colaboradores (2014) mostraram que a HFD materna é capaz de programar o
metabolismo da glicose na prole de camundongos. Contudo, a maioria dos estudos que avaliaram
apenas a HFD materna consumida durante a gravidez e a lactacdo ndo relatou alteragdes
importantes nos niveis de glicose ou insulina na prole (CONNOR et al., 2012; D’ASTI et al., 2010;
JANTHAKHIN et al., 2017). Por outro lado, um estudo demonstrou niveis aumentados de glicose

no sangue em ratos adultos cujas maes foram alimentadas com HFD durante a gravidez e
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lactacdo (DESAI et al., 2014), enquanto outro estudo relatou reducdo dos niveis de glicose no
sangue apenas em ratos jovens do sexo masculino (CONNOR et al., 2012).

O consumo materno de HFD é conhecido por aumentar o risco de hipercolesterolemia na
prole, levando ao aumento da morbidade e mortalidade (KISLAL; SHOOK; EDLOW, 2020;
BLAY, 2021). O mecanismo responsavel pelo aumento dos niveis de colesterol programado pela
HFD materna permanece desconhecido. A HFD materna também aumenta a adiposidade visceral
e 0s niveis séricos de colesterol em ratos neonatos (ZHINKAN; YU; SCHLEGEL, 2018). Sabe-
se que as células de gordura ndo sdo apenas uma reserva de energia ou uma estrutura protetora.
Eles também agem como um d&rgdo endocrino ativo que regula a homeostase metabdlica
(HARWOOD, 2012). Assim, pode-se dizer que a HFD materna est4 associada ao ganho de peso,
a hipertensdo e as complicacBes cardiovasculares na prole (ZINKHAN et al., 2018;
GAWLINSKA; GAWLINSKI; PRZEGALINSKI, 2020).

2.3 Dieta hiperlipidica materna e seu impacto sobre a rede de controle neural da pressdo

arterial da prole

O sistema cardiovascular € o primeiro sistema funcionante no embrido de mamiferos,
principalmente devido a necessidade de um método eficiente de captagdo de oxigénio e nutrientes.
O desenvolvimento deste sistema se d& no inicio da gestacdo e leva semanas ou até meses apos 0
nascimento para amadurecer (SEGAR, 1997). Sendo assim, os periodos de gestacdo e primeira
infancia possibilitam interagdes pré- e pds-natais com o meio ambiente, que podem incluir insultos
nutricionais, hipdxia aguda ou crénica, hiperdxia, e exposicdes a drogas ou toxinas. A plasticidade
ocorre quando tais experiéncias, durante periodos criticos do desenvolvimento, resultam em
alteracdes ao longo prazo na estrutura ou funcdo da rede neural do controle cardiorrespiratorio
(CARROLL, 2003).

Um periodo critico pode ser compreendido como uma janela de tempo durante o
desenvolvimento dedicado a conformacdo estrutural e/ou funcional dos sistemas neurais do
controle cardiorrespiratorio. Experiéncias vivenciadas durante um periodo critico podem
interromper e alterar a trajetoria de desenvolvimento, ao passo que a mesma experiéncia antes ou
depois desse periodo tem pouco ou nenhum efeito (BERARDI et al., 2000). Os efeitos da
plasticidade sobre o controle cardiorrespiratério podem ocorrer em varios locais durante a
formacdo das redes neurais do tronco cerebral e das vias quimio-aferentes, em varios momentos

durante o desenvolvimento, e por varios mecanismos (CARROLL, 2003).
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Conceitos anteriores que afirmavam que a maturacdo do sistema cardiorrespiratorio estava
tdo rigidamente predeterminada por um mapa genético ja cederam a uma visao atual diferente.
Hoje sabe-se que as interacdes extremamente complexas entre genes, fatores de transcricao, fatores
de crescimento e outras variaveis genéticas moldam o sistema de controle cardiorrespiratério, e as
experiéncias sofridas nas ‘janelas do desenvolvimento’ desempenham umpapel-chave para guiar o

desenvolvimento normal ou ndo desse sistema (BURGGREN, 2020).

O insulto nutricional em periodos precoces da vida também pode levar a alteragdes no
desenvolvimento e maturacdo do controle cardiorrespiratorio (BOGDARINA et al., 2007). Dessa
forma, condic¢des patoldgicas decorrentes do desequilibrio do controle cardiorrespiratério podem
ter suas raizes, a0 menos em parte, na plasticidade fenotipica. Estudos com ratos tém demonstrado
que o consumo elevado de lipidios na dieta materna durante os periodos de gestacao, lactacao e/ou
apo6s o desmame induz ao aumento nos niveis basais de pressdo arterial na prole (FEOLI et al.,
2003; KHAN et al., 2005; XUE et al., 2015), o qual persiste na vida adulta. Alguns estudos
sugerem uma relacdo existente entre processos inflamatorios e disfunges no sistema nervoso
autondmico (PATON; WAKI, 2009; ADLAN et al., 2014).

O sistema nervoso autdbnomo pode ter uma importante participagdo no surgimento e
progressao de doencas cardiovasculares (TOBALDINI et al., 2017). O controle barorreflexo atua
de forma direta sobre a modulagdo autondmica. Em situacdo de aumento pressorico, ha uma
estimulacéo do sistema de barorreflexo, o qual estimula a atividade cardiaca vagal e inibe o sistema
nervoso simpatico, levando a diminuigéo da frequéncia e da contratilidade cardiaca, da resisténcia
vascular periférica e, consequentemente, reduzindo a pressao arterial. Dessa forma, uma disfuncao
nos mecanismos de barorreceptor pode excitar a atividade simpaética e inibir o sistema nervoso
parassimpatico, que em individuos saudaveis é essencial no controle cardiaco neural (LA
ROVERE; CHRISTENSEN, 2015).

A condicdo inflamatéria em algumas regides do cérebro responsaveis pelo controle da
atividade nervosa simpatica, como o nucleo do trato solitario (NTS), a regido rostroventrolateral
do bulbo (RVLM) e o nucleo paraventricular (PVN), pode contribuir para o estabelecimento de
patologias, como a hipertensao arterial (PATON; WAKI, 2009; ADLAN et al., 2014). Tem sido
observado que altera¢Ges no sistema imunoldgico constituem um dos fatores contribuintes para o
aumento de pressao arterial (TIMPER; BRUNING, 2017). Estudos apontam que, em resposta a
inflamacé&o, as células de defesa do organismo, como os macrdfagos e linfécitos, liberam citocinas

pré-inflamatorias na circulagdo (IL- 1B, IL-6 e TNFa), as quais sdo capazes de aumentar a
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atividade simpaética e, por consequéncia, levar ao aumento de pressao arterial (PATON; WAKI,
2009; WAKI et al., 2010).

Na inflamacdo, o aumento da aderéncia de leucdcitos na microvasculatura do tronco
encefalico (ou especificamente do NTS), pode levar a liberacdo de espécies reativas de oxigénio
e citocinas pré-inflamatorias pelos leucdcitos, que alteram a atividade neuronal. A inflamacéo e o
acumulo dos leucdcitos nesta microvasculatura do tronco encefalico podem elevar a resisténcia
vascular. O acumulo de leucécitos nos capilares é capaz de obstruir parcialmente o fluxo
sanguineo, reduzir a perfusdo sanguinea e promover hipoxia localizada. Em consequéncia disso,
ocorre aumento da atividade simpatica e de pressao arterial (PATON; WAKI, 2009). Dentro da
RVLM, regido geradora de atividade destinada aos neurbnios motores pré-ganglionares
simpaticos, h& neurbnios intrinsecamente sensiveis a hipoxia (WANG et al., 2001). Assim,
promove-se um mecanismo de transducéo pelo qual a baixa perfusdo do tronco encefalico resulta

em excitacdo simpatica para tentar assegurar uma perfusdo adequada (PATON; WAKI, 2009).

O desbalanco do sistema nervoso autonémico, com predominancia do ténus simpatico é
um importante fator de risco para o desenvolvimento da hipertensdo arterial em modelos de
restricdo proteica (BARROS et al., 2015; DE BRITO ALVES et al., 2015; ALVES et al., 2016).
Estudos sugerem que a dieta hiperlipidica também pode ter um impacto significativo na regulacéo
da atividade simpatica em neurdnios de regides-chave do controle cardiorrespiratorio, como o NTS
(BARDGETT; SHARPE; TONEY, 2014; VIDAL-SANTOS et al., 2017).

O consumo de dieta hiperlipidica por ratos adultos durante um periodo de 3 ou 6 semanas
induz ao aumento dos niveis pressoricos associado a maior ativacao de citocinas pro-inflamatérias
e a maior expressdo génica de componentes do sistema renina-angiotensina no NTS, com a
expressao diferindo de acordo com o tempo de exposicédo ao insulto nutricional (SPERETTA et
al., 2014). Ja o consumo de dieta hiperlipidica materna durante a gestacdo e lactacdo induz na
prole adulta o aumento de presséo arterial, com reducédo da sensibilidade barorreflexa, associada
ao desbalanco autonémico e evidente aumento no ténus do sistema nervoso simpatico para o
coracdo. Esses dados sugerem que as alteracdes decorrentes do consumo excessivo de lipidios,
através de uma dieta com 32% de energia fornecida pelas gorduras (68% de acidos graxos
saturados, 16% monoinsaturados e 16% poli-insaturados) consumida pelas maes favorecem a

instalacdo da hipertensao arterial nessa condicao experimental (VIDAL-SANTOS et al., 2017).

2.4 Dieta hiperlipidica materna e alteracGes respiratérias e cardiovasculares na prole
Ao longo da vida, a respiracéo sofre ajustes, sendo capaz de suprir as demandas impostas

por diversas situagdes, tais como gestacdo, envelhecimento, exercicio fisico e doenca, exibindo
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um padrdo de plasticidade funcional (MIRONOV, 2009) como qualquer comportamento motor
em resposta ao estresse e as condi¢cBes ambientais, principalmente no inicio da vida. Os
movimentos gerados durante a atividade respiratoria séo comandados pelo tronco cerebral, mais
especificamente na regido da medula ventrolateral, também chamada de complexo Pré-Bétzinger
(Pré-bot C). La ocorre a acdo dos grupos de neurdnios localizados no NTS (BANJAI et al., 2009),
nacleo ambiguo (MIRONQV, 2009), nucleo hipoglosso, nucleo espinhal do trigémeo e ndcleo
olivar inferior. Doengas cardiacas e pulmonares constituem os principais precedentes de desordens
no ritmo respiratério (MIRONQV, 2009).

O sistema nervoso autdbnomo pode desempenhar um importante papel no surgimento e
progressdo de doencas cardiovasculares. O controle barorreflexo atua de maneira direta sobre a
modulacdo autonémica. Quando a pressao arterial se eleva, ocorre estimulacéo sobre o sistema de
barorreflexo, que estimula a atividade cardiaca vagal e inibe o sistema nervoso simpatico, levando
a diminuicdo da frequéncia e da contratilidade cardiaca, da resisténcia vascular periférica e
consequentemente a reducdo da pressdo arterial. A disfuncdo nos mecanismos de barorreceptor
pode excitar a atividade simpética e inibir o sistema nervoso parassimpatico, que em individuos
saudaveis é fundamental no controle cardiaco neural (LA ROVERE; CHRISTENSEN, 2015). A
obesidade foi associada ao aumento da atividade do sistema nervoso simpatico no mecanismo de
desenvolvimento da hipertenséo arterial em ratos adultos, com disfuncéo do reflexo barorreceptor
no controle da presséo arterial a curto prazo (SCHREIHOFER et al., 2007). A modulacdo do
barorreflexo sobre a regulacdo da pressao arterial € o resultado da interagdo de areas centrais e vias
aferentes das areas reflexogénicas do coracéo, pulméo e vasos (LA ROVERE; CHRISTENSEN,
2015).

Estudos do nosso laboratério tém investigado o desenvolvimento de hipertenséo arterial na
vida adulta e seus mecanismos, subjacente ao modelo de desnutricdo perinatal. Observou-se que
animais submetidos a restricdo proteica durante a gestacdo e lactacdo apresentam aumento de
pressao arterial aos 90 dias de vida, com elevacdo de frequéncia respiratdria ja aos 30 dias de vida,
a qual persiste na vida adulta. Além disso, esses animais apresentam maior sensibilidade ao Oz e
CO. em situagOes de hipdxia e hipercapnia, apresentando maior resposta ventilatoria aos 30 e 90
dias (DE BRITO ALVES et al., 2014). Tal fato demonstra o envolvimento do sistema respiratorio
nos mecanismos de desenvolvimento da hipertensdo arterial associada a desnutricdo durante
gestacdo e lactacdo. Paralelo a isso, investigou-se também o controle autondémico vascular,
observando nos animais desnutridos uma elevacdo da razao entre as bandas de baixa e alta

frequéncia (LF/HF), sugerindo aumento da atividade simpética, o que pode contribuir para
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elevacdo da pressao arterial associada a um desbalanco no controle autonémico cardiovascular
(BARROS et al., 2014).

Posteriormente, confirmou-se que esses animais submetidos a desnutricdo perinatal e que
apresentavam aumento da pressdo arterial aos 90 dias também haviam apresentado previamente
aos 30 dias de vida maior atividade excitatoria simpatica bem como maior atividade motora
inspiratdria e do nervo frénico, em condic¢Bes basais, com ativacdo do quimiorreflexo periférico.
Ainda aos 30 dias, foi observado que os animais desnutridos apresentam maior expressdo do fator
indutor de hipdxia - 1o (HIF- 1a) nos corpos carotideos, o qual esta envolvido na resposta celular
a oferta insuficiente de oxigénio e energia, e que pode gerar respostas adaptativas (DE BRITO
ALVES et al., 2015). No entanto, pouco se sabe sobre os efeitos da dieta hiperlipidica sobre o
sistema cardiorrespiratorio e se 0s mecanismos observados na instalagdo da hipertensdo arterial
secundaria a desnutricdo proteica materna também estdo presentes na situacdo de ingestdo

excessiva de gorduras.

Um estudo observou que ratos expostos a dieta hiperlipidica (32% de lipidios) durante a
gestacdo e lactacdo apresentaram aumento da presséo arterial e frequéncia cardiaca no inicio da
vida adulta. Esses animais também apresentaram prejuizo na sensibilidade do barorreflexo,
provavelmente associado a hiperglicemia, a qual promove um desbalanco do sistema nervoso
auténomo, com estimulacdo simpatica e reducdo no controle parassimpatico, além de disfuncéo
endotelial (VIDAL-SANTOS et al., 2017).

Ademais, ha evidéncias de que a HFD materna também induz mudancas na microbiota da
prole em primatas ndo-humanos (MA et al., 2014). Consequentemente, como a microbiota materna
se relaciona com a do bebé, a otimizacgdo da dieta materna e da composi¢do da microbiotapodem,
portanto, melhorar o desenvolvimento da microbiota infantil (BACKHED et al., 2015). Embora
tenha sido demonstrado que o consumo de dietas ricas em gordura prejudiquem o equilibrio
microbiano intestinal e induzam obesidade por inflamacdo, evidéncias sugerem que 0s &cidos
graxos saturados e poliinsaturados (PUFAS) diferem em sua interacdo com a microbiota intestinal
e os resultados metabdlicos subsequentes (PATTERSON et al., 2014; CAESAR et al., 2015).

2.5 Omega (m)-3 como estratégia nutricional em dietas hiperlipidicas

A inflamacéo aguda e crénica esta na base da patogénese e progressdo de varias doencas
cardiovasculares, incluindo miocardite, infarto do miocardio, dissec¢do aortica, aterosclerose e
remodelacdo cardiaca (ENDO; ARITA, 2016). E amplamente aceito que as propriedades
antiinflamatdrias dos PUFAs ®-3 contribuem para seus efeitos cardioprotetores. Na verdade, a
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ingestdo dietética de PUFAs ®-3 é capaz de diminuir as concentrac@es circulantes de citocinas
inflamatorias, como o fator de necrose tumoral (TNF), IL 1b e IL-6, além de melhorarem a
capacidade funcional do ventriculo esquerdo em cardiomiopatia dilatada ndo isquémica (NODARI
et al., 2011). A ingestdo de w-3 esta relacionada a diminuicdo de eventos cardiovasculares que
levam ao risco de morte stbita (HOWE, 1997). No entanto, 0s mecanismos subjacentes aos efeitos
cardioprotetores dos PUFAs ®-3 ndo séo totalmente compreendidos.

Os PUFAs ®»-3 podem ser incorporados na bicamada fosfolipidica de membranas da célula
e podem afetar a fluidez da membrana, a formagdo do microdominio lipidico e a sinalizacao
através de membranas. Uma vez que os PUFAs ®-3 tém muitas ligacGes e carbonos de cadeia
longa, sua incorporacgdo nos fosfolipidios dentro de uma membrana pode alterar suas propriedades
e influenciar a funcdo de vérias proteinas de membrana, incluindo a supresséo da sinalizagao teta
da proteina C quinase e a produgdo da interleucina (IL)-2 (FAN et al., 2004), além da interrupcéao
da dimerizacéo e recrutamento do receptor toll-like 4 (WONG et al., 2009). Vale ressaltar que a
alteragdo do microambiente lipidico em cardiomidcitos por meio da inclusao de PUFAs ®-3
podem modular a funcdo do canal idnico, levando a efeitos antiarritmicos (HALLAQ; SMITH;
LEAF, 1992).

Além disso, 0s PUFAs -3 também evitam a conversdo de acido araquidonico a partir dos
PUFAs w-6 em eicosanoides pro-inflamatorios (prostaglandinas e leucotrienos) servindo como um
substrato alternativo para ciclooxigenase ou lipoxigenase, e resultando na producéo deprodutos
menos potentes (como prostaglandinas da série 3 e tromboxanos e leucotrienos da série 5)
(DYERBERG et al., 1978; ENDO; ARITA, 2016). Dessa forma, a menor incidéncia de infartodo
miocérdio em uma populacdo que consome uma dieta rica em ®-3 PUFAS pode ser devido, em
parte, a uma reducdo na formacao do prostandide pro-trombdtico TXA2 de AA. Além disso, 0s
PUFAs ®-3 sdo metabolizados em PGI3 (que possui antiplaquetarios) e TXA3 (que ndo induz a
agregacdo plaquetaria) (DYERBERG et al., 1978).

Os PUFAs ®-3, como os acidos eicosapentaendico (EPA) e docosahexaenodico (DHA),
possuem uma série de acGes biologicas que melhoram a satde cardiometabolica. Ambos regulam
negativamente a expressao de genes relacionados a inflamacao por meio da inibicao da sinalizacdo
de NF-«xB pelo bloqueio da fosforilagdo de IxkB (ZHAO et al., 2004) ou através do receptor nuclear
PPARw/y (GANI; SYLTE, 2008). Além disso, os PUFAs ®-3 s&o um ligante para GPR120, que
atenua a sinalizagdo pré-inflamatoria mediada pelo receptor toll-like 4 e TNF-a. em macréfagos
(TALUKDAR et al., 2010). GPR120, um membro da familia GPCR, também é altamente expresso

em adipdcitos maduros e a estimulagdo de GPR120 com PUFAs ®»-3 aumenta a expressdo do
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transportador de glicose GLUT4, promovendo maior captacdo de glicose nos adipocitos
(TALUKDAR et al., 2010).

O consumo de EPA e DHA também esta associado a importantes acdes antioxidantes, anti-
inflamatorias, anti-trombdticas e anti-arritmogénicas capazes de reduzir o risco de doencas
cardiovasculares (WANG et al., 2016), além de melhorar os niveis de triglicerideos (WANG et
al., 2016), metabolismo da glicose e funcdo endotelial, principalmente quando usado de forma
complementar a terapia com estatinas (ALFFADAGH et al., 2017).

Em condicdes de hiperglicemia materna, como no diabetes melittus, o enriquecimento com
6leo de linhaga (fonte vegetal de w-3) na dieta hiperlipidica durante a gestacéo e lactagcdo interferiu
positivamente na morfogénese do pancreas, com aumento no percentual de ilhotas pequenas e
expressao de células beta, e menor percentual de ilhotas grandes semelhante a um pancreas normal
(CORREIA-SANTOS et al., 2014). A hiperglicemia materna leva a hipertrofia e hiperplasia de
ilhotas pancreaticas para maior producdo de insulina como mecanismo compensatorio
(CORREIA-SANTOS et al., 2015).

Também tem sido demonstrado que a ingestdo de ®-3 € capaz de desempenhar um papel
hipotensor dose-dependente em individuos hipertensos (HOWE, 1997) devido, principalmente, a
sua acdo anti-inflamatoria ao diminuir a sintese de derivados do &cido araquiddnico:
prostaglandina E2, tromboxano A2, prostaciclina e leucotrieno B4 (KREMER, 2000). Foi
evidenciado que o consumo de PUFAs ®-3, como o DHA, estd associado a diminuicdo da
frequéncia cardiaca e ao aumento da variabilidade da frequéncia cardiaca em portadores de
doencas cardiacas isquémicas e diabetes mellitus (CHRISTENSEN; SCHMIDT, 2007).

O aumento da variabilidade cardiaca é considerado um preditor de saude cardiovascular e
a sua redugdo aumenta o risco de mortalidade, refletindo a diminuicdo da atividade vagal e
responsividade cardiaca (CHRISTENSEN; SCHMIDT, 2007; LA ROVERE; CHRISTENSEN,
2015). A suplementacdo de 600mg/dia de DHA durante o segundo e terceiro trimestre gestacional
aumentou os valores de variabilidade da frequéncia cardiaca no feto e associou-se a um melhor
desempenho na escala de avaliacdo do comportamento neonatal em relagdo ao desenvolvimento
do sistema motor e autbnomo. O efeito do DHA sobre a frequéncia cardiaca e a variabilidade
sugere que os PUFAs ®-3 s8o capazes de modular o controle autonémico (GUSTAFSON et al.,
2013).

Além disso, a ingestdo de EPA e DHA foi associada a um risco 11% menor de doenca

arterial (WANG et al., 2016). Fatores de risco cardiovascular/metaboélico e estado inflamatorio
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foram reduzidos quando associados com dieta mediterranea e alimentos ricos em ®-3, onde 0s
niveis de -3 mais elevados foram associados a redugdo do risco de doenca cardiovascular e
mortalidade por todas as causas (HARRIS et al., 2018). A suplementagdo com 1,86 g de EPA e
1,5¢g de DHA diariamente associada ao tratamento com estatina contribui na prevencdo da
progressdo da placa coronariana fibrosa em pacientes com doenca arterial coronariana estavel
(ALFFADAGH et al., 2017). Da mesma maneira, essa terapia contribui para a alteracéo do perfil
lipidico e das subfracGes das lipoproteinas de alta densidade em pacientes tabagistas, otimizando
a salde cardiovascular destes pacientes (PAPPIANI; DAMASCENO, 2016). Ja dietas a base de
peixe (4 refeicBes de peixe por semana) tém o potencial de aumentar o tamanho das particulas de
HDL, resultando em beneficios em pacientes com doenga cardiaca coronaria, quando comparada

a uma dieta rica em outros tipos de carne (ERKILLA et al., 2014).

Os PUFAs ®-3 também podem levar & melhora da funcdo endotelial promovendo a
liberacdo de 6xido nitrico das células endoteliais, diminuir a pressao arterial sistolica e diastolica
em repouso pela incorporacédo de EPA e DHA nos fosfolipidios da membrana e, portanto, aumentar
a complacéncia arterial sisttmica (MASSARO et al., 2008). Da mesma maneira, 0s PUFAs ®-3
sdo capazes de influenciar diretamente a frequéncia cardiaca, pois podem inibir os canais de sédio
dependentes de voltagem dos midcitos e prolongar o periodo refratario relativo. Além disso, 0s
PUFAs w-3 tém a capacidade de diminuir os niveis séricos de triglicerideos, em parte pela reducédo
da sintese hepética de lipoproteinas de densidade muito baixa e, em parte, aumentando a
degradacdo de acidos graxos e acelerando a liberacdo de triglicérides do plasma (JACOBSON et
al., 2012).

A utilizacdo de dietas enriquecidas com ®-3 durante a gestacdo e lactacdo esté associada a
reducdo de adiposidade, diminui¢do do tamanho do adipdcito e diminuicao dos niveis séricos de
leptina na prole (KOROTKOVA et al., 2002). A ingestdo de w-3 também esta relacionada a
melhora da sensibilidade a insulina (HUSSAIN et al., 2013), a qual mostra-se diminuida com a
idade na prole de ratos machos (SARDINHA et al., 2013).

Acidos graxos do tipo ®-3 e -6 desempenham papéis opostos na resposta inflamatoria
(CALDER, 2006). Os PUFAs -6 normalmente regulam a inflamacéo, agindo como precursores
de eicosanoides pro-inflamatérios, enquanto os PUFAs »-3 combatem a inflamagdo competindo
dentro da mesma via enzimatica. Quantidades excessivas de PUFAs ®-6 ¢ uma relagdo o-6/®-3
muito alta, como €é encontrada nas dietas ocidentais de hoje, promovem o surgimento de muitas

doencas, incluindo doencas cardiovasculares, cancer e doencas inflamatorias e autoimunes. Ao
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contrario, niveis aumentados de PUFAs ®-3 e uma razdo o-6/®w-3 mais baixa exercem efeitos
supressivos (SCHULZE et al., 2020).

Ha evidéncias de que reduzir a razdo w-6/m-3 pode restaurar o metabolismo que foi
prejudicado no contexto das doencas cronicas (SIMOPOULOS, 2008; 2016). Do ponto de vista
da infancia, reduzir a proporc¢éo de m-6/w-3 em mées obesas pode reduzir o ganho de peso da prole
e 0 processo inflamatorio associado, de acordo com resultados encontrados em camundongos
(HEERWAGEN et al., 2013).

Nas ultimas trés décadas, a ingestdao de PUFAs ®-6 aumentou ¢ de PUFAs ®-3 diminuiu,
resultando em um grande aumento da propor¢éo m-6/m-3 de 1:1 para 20:1 ou até mais atualmente.
Essa mudanca na composi¢ao dos acidos graxos € paralela ao aumento significativo na prevaléncia
de sobrepeso e obesidade (SIMOPOULOS et al., 2016). Considerando o atual consumo
populacional de dietas ricas em acidos graxos saturados, com uma alta razdo de w-6/w®-3, € 0 risco
de doencas cronicas ndo-transmissiveis associadas, nos decidimos estudar o efeito materno do
enriquecimento dietético de -3 neste modelo de dieta sobre a satde cardiometabdlica da prole de

ratos.
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3 JUSTIFICATIVA

Nosso grupo de pesquisa tem se dedicado a compreender a relacdo entre os efeitos adversos
da ingestdo excessiva de lipidios da dieta durante gestacao e lactacdo e a etiologia da hipertensao
arterial. Neste contexto, pretendemos ainda avaliar o papel modulador do enriquecimento dietético
de ®-3 a dieta hiperlipidica sobre os parametros metabdlicos e cardiorrespiratorios da prole de
ratos. Apesar de diversos estudos demonstrarem a associacdo do consumo de dieta hiperlipidica
materna e o aparecimento de hipertensdo arterial na prole, ainda ndo estdo claros os mecanismos
subjacentes a essas alteragdes. Assim, os resultados alcangados nesse estudo poderdo: subsidiar os
profissionais da area da saude no esclarecimento de como o consumo de dieta hiperlipidica
materna pode interferir na formacdo e controle do sistema cardiorrespiratorio e,
consequentemente, levar ao desenvolvimento de hipertensao arterial; elucidar o papel modulador

da ingestdo materna de PUFAs -3 sobre as altera¢Ges funcionais.
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4 HIPOTESE(S)

A dieta materna hiperlipidica durante a gestacdo e lactacdo estd associada a prejuizos na
composi¢do corporal, bioquimica, maturacdo e controle ventilatério neonatal e de variaveis
cardiorrespiratdrias na vida adulta, com maior ativacao de neurdnios da rede respiratoria e do
sistema nervoso simpatico.

A dieta hiperlipidica enriquecida com dmega-3 durante gestacdo e lactacdo reduz os efeitos
deletérios causados por uma dieta hiperlipidica ndo-enriquecida sobre o perfil metabdlico,
ventilatorio e cardiovascular da prole de rato
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5 OBJETIVOS

5.1 Obijetivo geral

Avaliar os efeitos do enriquecimento de ®-3 a dieta hiperlipidica materna durante
gestacdo e lactacdo sobre o perfil metabolico, a maturacao ventilatoria e os niveis pressoricos

da prole de ratos.

5.2 Obijetivos especificos

Na prole de ratos provenientes de maes submetidas as dietas controle, hiperlipidica e

hiperlipidica enriquecida com -3 durante gestacao e lactagdo:

5.2.1 Analisar o consumo alimentar;

5.2.2 Comparar medi¢es murinométricas durante o crescimento;

5.2.3 Analisar parametros bioguimicos,

5.2.4 Examinar os efeitos da dieta sobre a maturacdo ventilatoria basal
e apos inducdo dehipoxia;

5.2.5 ldentificar os parametros ventilatdrios e cardiovasculares basais;

5.2.6 Investigar a variabilidade respiratéria;

5.2.7 Investigar a variabilidade da frequéncia cardiaca;

5.2.8 Auvaliar o controle quimiorreflexo;

5.2.9 Auvaliar o controle barorreflexo.



6 METODOS

6.1 Animais e desenho experimental

Foram utilizadas 30 ratas albinas primiparas da linhagem Wistar (Rattus norvegicus), com
85 a 90 dias de vida e peso corporal compreendido entre 220 e 260 g, bem como seus filhotes
machos, provenientes do biotério do Centro Académico de Vitoria, da Universidade Federal de
Pernambuco. Os protocolos e procedimentos experimentais foram aprovados com o n° de registro
23076.041292/2017-17 pelo Comité de Etica em Uso Animal (CEUA) da UFPE (ANEXO A —
APROVACAO DA CEUA) e seguiram as recomendagdes do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA).

A determinacdo da prenhez foi realizada a partir da observacdo da presenca de
espermatozoides no esfregaco vaginal, definindo-se o primeiro dia de gestacdo. A partir do
primeiro dia de gestacdo até o 21° dia de lactacdo, as ratas progenitoras foram separadas e
colocadas em gaiolas individuais e alocadas aleatoriamente em suas respectivas dietas com &gua
e racdo ad libitum, sendo formados os seguintes grupos: grupo dieta Controle (n=10), grupo dieta
hiperlipidica, HF (n=10); e grupo dieta hiperlipidica enriquecida com ®-3 (a partir do 6leo de
linhaca), HF®3 (n=10).

A temperatura e a umidade foram mantidas sob controle, dentro dos limites de 22 a 25 °C
e 55 a 65%, respectivamente, com 12h de ciclo claro/escuro (luzes acesas das 06:00-18:00h). A
prole proveniente de cada fémea foi reduzida a 8 ratos por ninhada. Quando a ninhada foi composta
por menos de 8 machos, fémeas foram utilizadas para padronizacdo do tamanho da ninhada até o
desmame. A quantidade da prole de animais por grupo experimental a partir da dieta materna
variou de 27 a 35 animais (Controle n=35; HF n=27; HF®3 n=27).

A Figura 1 demonstra o desenho experimental deste estudo, conforme os periodos das

avaliacdes funcionais realizadas nos animais.

Figura 1 - Desenho experimental de acordo com o periodo de avaliagdo da prole de machos Wistar
submetidos a dieta Controle (19% de lipidios), HF (33% de lipidios) ¢ HF®3 (33% de lipidios
enriquecida com 6mega-3) durante a gestagdo e lactacdo. Trinta ratas foram colocadas para acasalar e,
apos a detecgdo da prenhez, foram separadas em trés grupos de acordo com a dieta consumida (Controle, HF
e HF®3) durante a gestacdo até o desmame das proles. Aos 22 dias de vida, as proles foram desmamadas e
receberam dieta comercial padrdo Presence® até os 300 dias de vida. As avalia¢des funcionais ocorreram no
10, 79, 14°, 21°, 30°, 90° e 300° dia de vida da prole. A quantidade de animais por grupo experimental variou
de 27 a 35 animais.
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Manipula¢io nutricional

Acasalamento Deteccao Nascimento Desmame
de prenhez
Dieta Controle, HF ou HF©3 Dieta comercial padrio Presence®

Fonte: A autora, 2021.

6.2 Manipulagdo nutricional

Para a manipulacdo nutricional foram utilizadas as seguintes dietas: Controle: dieta padrdo
cuja composicdo estava de acordo com a American Institute of Nutrition (AIN-93) (REEVES;
NIELSEN; FAHEY, 1993), com 19% da energia proveniente das gorduras, 20% das proteinas e
61% dos carboidratos; HF: dieta hiperlipidica com alto teor em acidos graxos saturados, adaptada
a partir da composicao da dieta utilizada no estudo de Ferro Cavalcante (FERRO CAVALCANTE
et al., 2013), com 33% da energia proveniente das gorduras, 20% das proteinas e 47% dos
carboidratos; ¢ HFw3: dieta hiperlipidica com alto teor em acidos graxos saturados, enriquecida
com -3, com 33% da energia proveniente das gorduras, 20% das proteinas e 47% dos
carboidratos (Tabela 1). A dieta padrdo continha em torno de 3.5 kcal/g e as dietas hiperlipidicas
em torno de 4,5 kcal/g. As dietas hiperlipidicas apresentavam maior teor de acidos graxos
saturados e a dieta enriquecida com ®-3 continha menor quantidade de ®-6 (Tabela 2). Apds o
desmame, aos 21 dias de vida, os animais receberam dieta padrdo comercial para ratos (Presence®,
Grupo Neovia, Séo Paulo, Brasil), formando trés grupos: prole das maes alimentadas com dieta
padrdo (C), prole das maes alimentadas com dieta hiperlipidica com alto teor &cidos graxos
saturados (HF) e prole mées alimentadas com dieta hiperlipidica com alto teor de acidos graxos

saturados enriquecida com ®-3 (HF®3).
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Tabela 1 - Composi¢cao quanto aos ingredientes das dietas experimentais

Ingrediente/quantidade AIN-93 G Dieta Dieta Hiperlipidica
por 100g de dieta hiperlipidica  suplementada com
O0mega 3

Amido de milho 39,7 15 15
Amido dextrinizado 13,2 - -
Farinha de trigo - 12 12
Biscoito maisena - 7 7
Farinha de soja - 6 6
Banha de porco - 2 2
Manteiga - 8 8
Caseina (>85%) 20 20 20
Goma guar - 0,5 0,5
Sacarose 10 18 18
Oleo de linhaca - - 3,5
Oleo de soja 7 7 3,5
Fibra (celulose) 5 0,3 0,3
Vitaminas 1 0,7 0,7
Mineral mix 3,5 2,5 2,5
DL-metionina 0,3 0,25 0,25
Bitartarato de colina 0,25 0,25 0,25
BTH 0,0014 0,014 0,014
Glutamato monossodico - 0,2 0,2
(12,3%)
Cloreto de sodio - 0,3 0,3

Total (g) 100 100 100




Kcal /100g 3,69 4,52 4,51

% Gorduras totais 18,6 33,6 32,3
% Proteinas 20,2 19.6 18,2
%Carboidratos 61 46,8 49 4

AIN-93G de acordo com Reeves et al., 1993; dieta hiperlipidica adaptada de Ferro Cavalcante et al., 2013;
*Composicao nutricional calculada a partir da andlise centesimal das dietas realizada no laboratério de
Bromatologia do Centro Académico de Vitéria, Universidade Federal de Pernambuco.

Fonte: Adaptada de Ferro Cavalcante et al., 2013.

Tabela 2 - Composicao percentual de acidos graxos quanto a presenca de dupla ligacdo
na cadeia carbdnica das dietas experimentais

Composicéo percentual dos &cidos graxos

Dietas
) Hiperlipidica
Acidos graxos AIN-93G Hiperlipidica
com 6mega 3
Saturados
Acido octanoico (C8:0) 0 0 0
Acido decanoico (C10:0) 0 0,85 0,74
Acido laurico (C12:0) 0 1,16 1,15
Acido miristico (C14:0) 0 4,22 4,37
Acido pentadecanoato
(C15:0) 0 0,47 0
Acido palmitico (C16:0) 11,97 22,78 21,73
Acido heptadecanoato
(C17:0) 0 0 0
Acido estearico (C18:0) 4,62 7,53 8,07
Acido araquidico(C20:0) 0,36 0 0
Acido behénico(C22:0) 0,37 0 0
Total 17,32 37,01 36,06
Monoinsaturados
Acido miristoleico (C14:1) 0 0,46 0
Acido palmitoleico (C16:1) 0 0,95 0,87

Acido heptadecanoico
(C17:1) 0 0 0



Acido oleico (C18:1) 29,93 28,32 38,47
Total 29,93 29,73 39,34
Poli-insaturados

Acido linolénico (C18:3) 3,89 1,64 2,32
Acido linoleico (C18:2) 48,87 31,63 22,28
Total 52,76 33,27 24,6
Omega 3 (g/1009) 0,27 0,27 0,4
Omega 6 (9/1009) 3,42 5,73 3,78
Raz&o 6mega 6:3 12,66 21,22 9,45
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Os &cidos graxos foram identificados segundo padréo externo (FAME Supelco™ mix C4-C24, Bellefonte, PA, USA)
e o percentual (%) calculado conforme normalizacdo das areas dos picos pelo método de cromatografia gasosa no
Laboratério de Fitoquimicos e processos do Centro de Tecnologias e Estratégias do Nordeste. A partir da
determinacdo percentual de éacido linolénico (bmega 3) e linoléico (6mega 6) foram calculadas as quantidades
(9/100g de dieta) desses acidos graxos e obteve-se a razdo de 6mega 6 / 3. A nomenclatura dos &cidos graxos seguiu
a classificacdo determinada pela | Diretriz sobre o0 consumo de gorduras e salde cardiovascular (Santos et al., 2013).

Fonte: Silva et al., 2019

6.3 Consumo alimentar

O consumo de &gua e racao foi avaliado em dias alternados no inicio do periodo claro (as
oito horas da manha), pela diferenca entre a quantidade ofertada e a sobra da gaiola. Os filhotes
foram acompanhados desde o desmame (aos 22 dias) até os 300 dias de vida. A partir da avaliacdo
do consumo alimentar e do ganho ponderal por meio da afericdo da massa corporal foi calculado
o coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA) segundo a equacdo: CEA = ganho de peso no periodo
avaliado/consumo alimentar no mesmo periodo (NERY et al., 2011). A quantidade de calorias
consumidas bem como de macronutrientes foi obtida a partir da composicdo centesimal das dietas

utilizadas.

6.4 Medidas murinométricas

Foram realizadas as medi¢Ges murinométricas (peso corporal, comprimento naso-anal e
circunferéncia abdominal) no 1°, 7°, 14°, 21°, 30°, 90° e 300° dia de vida. Apds obtencdo das
medidas, foi calculado o indice de Lee no 90° e 300° dia de vida a partir da relacio entre a raiz
cubica do peso corporal e 0 comprimento naso-anal do animal. As medigdes foram realizadas de
acordo com o estudo de Novelli (NOVELLI et al., 2007).

6.5 Avaliacdo bioquimica

Nas idades de 22 (apds o desmame), 30, 90 e 300 dias de vida, as proles foram submetidas
ao jejum de 12 horas (overnight) e, em seguida, anestesiadas com Ketamina (80mg/Kg i.p) e
xilazina (10mg/Kg i.p) para coleta de amostras de sangue atraves do rompimento do plexo retro



orbital. Ap6s coagulacdo, o sangue foi centrifugado a 3500 RPM por 10 minutos para obtencédo
do soro, o qual foi transferido para um tubo Eppendorf e armazenado a -20°C até a realizacdo das
analises bioguimicas por meio do equipamento Automatic Chemistry Analyzer (ver. 4e) (Pioway
Medical Lab Equimament Co., Ltd.). Foram analisados: Glicemia de jejum, Triglicerideos,
Proteinas totais, Albumina, Alanina aminotransferase (ALT), Aspartato aminotransferase (AST)
e Colesterol total. A partir da dosagem de triglicerideos foi obtido o valor de VLDL-colesterol
pela formula de Friedewald = TG/5, conforme estabelecido na IV Diretriz Brasileira sobre
Dislipidemias e Prevencdo da Aterosclerose: Departamento de Aterosclerose da Sociedade
Brasileira de Cardiologia (SPOSITO et al., 2007).

6.6 Medidas de ventila¢&do pulmonar

Nas idades de 1, 7, 14, 21, 30, 90 e 300 dias de vida foram avaliadas as medidas de
ventilacdo pulmonar nas proles em repouso. Tais medidas foram obtidas por pletismografia de
corpo inteiro (Figura 2), em um sistema fechado (MALAN, 1973). Durante a realizagdo de cada
medida de ventilacdo, o fluxo de ar foi interrompido e a cdmara do animal permaneceu totalmente
vedada por curtos periodos de tempo (~2 min). As oscila¢Bes causadas pela ventilagdo do animal
foram captadas por um dispositivo conectado a cdmara que contém o transdutor diferencial de
pressdo e o amplificador de sinais (ML141 spirometer, PowerLab, ADInstruments). O sinal foi
entdo enviado para o sistema de aquisicdo e analise dos dados (LabChartTM Pro, PowerLab,
ADInstruments). Trés variaveis respiratorias foram medidas: a frequéncia respiratoria (FR), o
volume corrente (VT) e a ventilacdo (VE) (MALAN, 1973).

Figura 2 — Pletismografia de corpo inteiro representada por um desenho esquematico (adaptado de
Penitente et al., 2007) e uma imagem de um animal ndo anestesiado, no dia do experimento, emuma
caixa plestimogréfica de corpo inteiro. Durante a realiza¢do de cada medida de ventilacdo, o fluxo de ar da
caixa foi interrompido e a cdmara do animal permaneceu totalmente vedada por curtos periodos de tempo (~2
min). As oscilagBes causadas pela ventilacdo do animal foram captadas por um dispositivo conectado a
camara gue contém o transdutor diferencial de pressdo e o amplificador de sinais. O sinal foi entdo enviado
a placa de aquisicao e analise de dados (LabChartTM Pro, PowerLab, ADInstruments).

(A) Transdutor
(B) Amplificador
(C) Placa de aquisi¢cao

L0

———

PowerLab/400 LabChart v7

‘ %\;_

Fonte: Adaptado de Penitente et al., 2007.
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Fonte: A autora, 2021.

6.7 Ativacao dos quimiorreceptores periféricos

Nas idades de 7, 14, 21 e 30 dias de vida foi realizada a ativagdo dos quimiorreceptores
respiratdrios periféricos e, consequentemente, a ativacdo do quimiorreflexo. Para tal, foi insuflada
uma mistura hipdxica (contendo 7% de O2) dentro da cAmara pletismogréafica por 1 min, num
fluxo de 1 L/min, adaptado de De-Brito-Alves (DE-BRITO-ALVES et al. 2014).

6.8 Analise da variabilidade respiratoria

A variabilidade respiratdria dos animais foi avaliada nas idades de 1, 7, 14, 21, 30, 90 e
300 dias de vida. Para isso, analisou-se o intervalo respiracdo-a-respiracdo (BBn) e o intervalo
subsequente (BBn + 1) de 200 ciclos respiratorios, conforme previamente descrito (PENG et al.,
2011). A variabilidade de curto prazo (SD1) e a variabilidade a longo prazo (SD2) foram
calculadas como um indice de variabilidade respiratéria. A avaliacdo da variabilidade respiratéria
foi realizada com animais em repouso (momento basal), e 0s registros realizados nos momentos

de farejamento ou movimento do animal foram excluidos.
6.9 Analise espectral da variabilidade da frequéncia cardiaca

A avaliacdo autondmica cardiovascular foi realizada utilizando a andlise da variabilidade
da frequéncia cardiaca no dominio do tempo e da frequéncia por um programa de software

apropriado (CardioSeries-v.2.4; www.danielpenteado.com). Os espectros foram integrados no LF
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(0,2-0,75 Hz) e as faixas de HF (0,75-3 Hz). Para avaliar o indice simpato-vagal, foi calculado a
relagdo LF / HF da variabilidade.

6.10 Procedimento cirurgico para implante de cateter em artéria e veia femoral

Na idade de 90 dias de vidas, metade dos animais foram submetidos ao procedimento
cirargico de insercdo de cateter (canulacéo) de polietileno na artéria femoral (para registro da
pressao arterial) e na veia femoral (para infusdo de drogas), sendo previamente anestesiados com
ketamina (80 mg/kg, ip) e xilazina (10 mg/kg, ip), como descrito por De-Brito-Alves (DE-BRITO-
ALVES et al. 2015). A outra metade dos animais foi submetida a este mesmo procedimento
cirdrgico na idade de 300 dias.

Figura 3 — Desenho esquematico do implante de cateter em veia e artéria femoral em ratos. Os
registros da presséo arterial e da frequéncia cardiaca foram realizados em animais ndo-anestesiados
por meio da conexdo da canula da artéria femoral com o transdutor mecanoelétrico de pressédo, cujo
sinal foi devidamente amplificado (ML866/P, ADInstruments, Power Lab, Bella Vista, NSW,
Australia), digitalizado por meio de uma interface analogico/digital e amostrado a 2000 Hz em um
microcomputador equipado com um software apropriado (LabChartTM Pro, ADInstruments, Bella
Vista, NSW, Australia), para posterior analise. A pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca
(FC) foram derivadas da pressdo arterial pulsatil (PAP) por meio deste sistema de aquisicao.

Fonte: Jespersen et al., 2012.

6.11 Estudo do tdnus simpatico sobre o sistema cardiovascular

O quimiorreflexo arterial foi ativado através da administracdo endovenosa de cianeto de
potassio (KCN). Para tal, no momento do registro das variaveis hemodinamicas, o cateter da veia
femoral foi passado através do orificio na cAmara fechada e conectado a um cateter PE-50, que
por sua vez foi conectado a uma seringa contendo KCN. Foi injetada uma solugdo de KCN a 0,04%
em dose unica de 0,1ml por animal e observada as respostas hemodinamicas, como descritopor
Barros (BARROS et al., 2015).

6.12 Avaliacdo do barorreflexo
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Em sequéncia, ap6s o retorno dos valores hemodinamicos basais, foi realizada a ativacao
do barorreflexo arterial dos animais. Essa ativacdo foi feita através da razdo da variacdo da
frequéncia cardiaca (FC) refletida pela variacdo na pressao arterial média (PAM) induzida por
drogas vasoativas. A fenilefrina (Fen), um alfa-agonista de receptores adrenérgicos, foi utilizada
para aumentar a pressao arterial e ativar o barorreflexo. Foi injetada uma solucéo de Fen a 0,01%
/ kg. Apos observacdo das respostas hemodinamicas e retorno aos valores basais, foi administrado
nitroprussiato de sodio (SNP), um potente vasodilatador usado para diminuir a pressao e bloquear
a resposta barorreflexa. Foi injetada uma solugdo de SNP a 0,16% / kg. Assim, foram obtidas a
variagdo da PAM e a resposta reflexa da FC diante das doses/drogas nos animais, sendo
demonstrado como variacdo da PAM (APAM; em mmHg) e FC (AFC; em bpm), como descrito
por Paulino-Silva (PAULINO-SILVA; COSTA-SILVA, 2016).

6.13 Analise dos dados

Os resultados foram expressos como médiatepm (APENDICE A — PAPER 1; APENDICE
B — PAPER 2). Aanalise de normalidade da amostra foirealizada por meio do teste de Kolmogorov-
Smirnov. Para comparacdo entre os grupos foi utilizado o teste ANOVA one-way. O nivel de

significancia foi considerado quando p<0,05.
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7 Resultados

7.1 Consumo alimentar das proles de 22 a 300 dias de vida

47

O consumo alimentar foi verificado na prole com 22 a 30, 30 a 60, 60 a 90 e 90 a 300 dias

de idade, obtendo-se o coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA) nos periodos avaliados (Tabela

3). No periodo de 22 a 30 dias, o grupo HF apresentou menor ingestdo de gramas, calorias e

macronutrientes quando comparados ao grupo C. N&o houve diferenca entre os grupos no valor

do CEA. De 30 a 60 dias, ndo foi observada diferenga no consumo entre 0s grupos, porém a prole

HF®3 apresentou valores de CEA maiores que o grupo C (p <0,05), sem diferenca na prole HF.

Na idade de 60 a 90 e 90 a 300 dias, ndo foram encontradas diferencas nos valores de consumo e

CEA entre 0s grupos.

Tabela 3 - Consumo alimentar em gramas, calorias e macronutrients e o coeficiente de eficiéncia
alimentar ap6s o desmame da prole de ratos submetidos a dieta Controle (C), Hiperlipidica (HF) e
Hiperlipidica enriquecida com émega-3 (HF®3) durante a gestacdo e lactacao.

Periodo/ G
Nutriente rupo
C HF HF®3

MzEPM M+EPM M+EPM
22 a 30 dias
Consumo (g) 110+ 1 100 + 2" 106 + 1
Calorias (Kcal) 3804 346 +6" 367 +3
Proteina (g) 28+0,3 25+0,4" 27+0,6
Carboidrato (g) 60+ 0,7 55+0,9 58 + 0,5
Coeficiente de 0,4 + 0,009 0,4+0,01 0,4+0,01
eficiéncia
alimentar (CEA)
30 a 60 dias
Consumo (Q) 7279 735+ 17 7417
Calorias (Kcal) 2503 £33 2528 £ 58 2550 + 24
Proteina () 184 +2 186 +4 191+1
Carboidrato () 3975 4019 404 + 3
Coeficiente de 0,2 + 0,009 0,2 + 0,006 0,3+ 0,009"
eficiéncia
alimentar (CEA)
60 a 90 dias
Consumo (g) 618 + 30 597 + 14 615+ 8
Calorias (Kcal) 2128 £ 105 2056 + 48 2115 £ 27
Proteina (g) 157 7 151 +3 156 + 2
Carboidrato (g) 337+ 16 3267 3354
Coeficiente de 0,1 +0,008 0,1+0,01 0,09 + 0,007

eficiéncia
alimentar (CEA)



90 a 300 dias

Consumo (g) 10218 +5 8259 + 2° 10611 + 5
Calorias (Kcal) 35149 £ 2 28410+ 1" 36501 £ 2
Proteina (g) 740 +£0,3 607 £0,2 780 +£0,3
Carboidrato (g) 1609 £ 0,5 1300 £ 0,3 1671 +0,4
Coeficiente de 0,1+0,01 0,1+£0,01 0,1+£0,01
eficiéncia

alimentar (CEA)

As proles foram submetidas durante a gestacéo e lactacdo as dietas controle (C, 19% de lipidios) ou hiperlipidica,
(HF, 33% de lipidios) ou hiperlipidica enriquecida com émega-3 (HF®3, 33% de lipidios €3,5% de 6leo de linhaga),
de acordo com o grupo experimental. Os valores foram expressos como média +epm. As analises foram feitas com a
utilizacdo de teste estatistico ANOVA one-way e pos-teste de Bonferroni (N = 12-17) ou Teste de Kruskal-Wallis e
pos-teste de Dunns quando os valores das variaveis ndo apresentaram distribui¢do normal. * p<0,05 vs. Controle; #
p<0,05 vs. HF.

Fonte: a autora, 2021.

7.2 Medidas murinométricas das proles de 1 a 300 dias de vida

O grupo HF apresentou maior peso corporal com 1 dia de vida quando comparado aos
demais (Tabela 4). Aos 7 dias (p <0,0001) e aos 14 dias (p <0,0001) os grupos HF e HFw3
apresentaram maior peso corporal. Aos 21 dias de idade (p = 0,002), o grupo HF®3 apresentou
maior peso corporal quando comparado aos outros. Aos 30, 90 e 300 dias de idade, nenhuma

diferenca foi encontrada entre 0s grupos.

Ambos os grupos HF e HF 3 apresentaram circunferéncia abdominal aumentada no 1° dia
de vida (p = 0,002). Aos 7 dias (p = 0,005) e 14 dias (p = 0,0009) apenas o grupo HF apresentou
circunferéncia aumentada. Aos 21 dias, nenhuma diferenca foi encontrada entre os grupos. Porém,
aos 30 dias (p = 0,004), o grupo HF apresentou circunferéncia abdominal aumentada. Aos 90 e

300 dias de idade, nenhuma diferenca foi encontrada entre 0s grupos.

O grupo HF apresentou comprimento naso-anal aumentado em relagdo ao C ¢ ao HF®3
com 1 dia (p = 0,004) e 7 dias de vida (p <0,0001). Aos 14 dias, nenhuma diferenca foi encontrada
entre os grupos. Aos 21 dias (p <0,0001) tanto HF quanto HF®3 foram maiores em relacio ao
grupo C. Porém, apenas o grupo HF permaneceu maior aos 30 dias (p <0,0001) quando comparado
aos demais. Aos 90 e 300 dias de idade, os grupos apresentaram crescimento corporal similar, e
nenhuma diferenca foi encontrada. Quanto ao indice de Lee aos 90 e 300 dias, ndo houve diferenca

entre 0s grupos.

Tabela 4 - Parametros murinomeétricos da prole de ratos cujas mées foram alimentadas com dieta
Controle (C), Hiperlipidica (HF) ou Hiperlipidica enriquecida com 6mega-3 (HF®3) durante
gestacéo e lactacéo.

Dias de vida / Variaveis Grupo
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C HF HF 03

M £ EPM M £ EPM M £ EPM
1 dia
Peso corporal (g) 6+0,1 7+0,1" 6 +0,1*
Circunferéncia abdominal (cm) 4+0,1 4+0,1" 4+0,1"
Comprimento naso-anal (cm) 5+0,1 5+0,1 5+0,1%
7 dias ) N
Peso corporal (g) 18+0,2 20+£0,1 20+ 0,5
Circunferéncia abdominal (cm) 6+0,1 6+0,1" 6+0,1
Comprimento naso-anal (cm) 7+0,1 7+0,1° 7+0,1%
14 dias
Peso corporal (g) 32+0,3 34+0,5 36+0,6
Circunferéncia abdominal (cm) 80,1 8+0,1 8+0,1
Comprimento naso-anal (cm) 80,1 8+0,1 8+0,1
21 dias
Peso corporal (g) 54 + 0,6 54 +0,8 57 +0,7*
Circunferéncia abdominal (cm) 10+£0,1 10+£0,1 10+£0,1
Comprimento naso-anal (cm) 10+0,1 11+0,1" 11+0,2°
30 dias
Peso corporal (g) 93+2 97 £2 100+ 2
Circunferéncia abdominal (cm) 12+0,1 12 £0,2° 11 +£0,2*
Comprimento naso-anal (cm) 13+0,1 15+0,3" 13 +0,1%
90 dias
Peso corporal (g) 370+ 6 358 +4,3 3807
Circunferéncia abdominal (cm) 19+£0,3 18+ 0,3 20£0,3
Comprimento naso-anal (cm) 22 +0,5 22+0,4 22 +0,4
indice de Lee (g/cm®) 0,3+ 0,007 0,3 + 0,005 0,3 + 0,005
300-d-old
Peso corporal (g) 472 + 14 498 + 16 511+ 15
Circunferéncia abdominal (cm) 20+0,5 21+0,4 21+0,4
Comprimento naso-anal (cm) 24 £ 1 26 £0,3 25+1,0
indice de Lee (g/cm®) 0,3+0,01 0,3 + 0,005 0,3+0,017

As proles foram submetidas durante a gestacdo e lactacéo as dietas controle (C, 19% de lipidios) ou hiperlipidica,
(HF, 33% de lipidios) ou hiperlipidica enriquecida com émega-3 (HF®3, 33% de lipidios €3,5% de oleo de linhaca),
de acordo com o grupo experimental. Os valores foram expressos como média +epm. As analises foram feitas com a
utilizacdo de teste estatistico ANOVA one-way e pds-teste de Bonferroni (N = 12-17) ou Teste de Kruskal-Wallis e
pos-teste de Dunns quando os valores das variaveis ndo apresentaram distribui¢do normal. * p<0,05 vs. Controle; #
p<0,05 vs. HF.

Fonte: A autora, 2021.

7.3 Parametros bioquimicos das proles aos 22, 30, 90 e 300 dias de vida
Aos 22 dias de vida, ndo foram encontradas diferencas nos niveis séricos de Albumina,
Proteinas totais, HDL-c, LDL-c e AST entre os grupos. Em relacdo a Glicemia de jejum, apenas

0 grupo HF apresentou niveis superiores (p = 0,02) quando comparado ao C. O grupo HF tambem
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apresentou niveis séricos mais elevados de Colesterol total (p = 0,003), ALT (p = 0,001) e niveis
mais baixos em relagdo a razdo AST / ALT (p = 0,004) quando comparados aos demais grupos.
Ja o grupo HF®3 apresentou niveis mais baixos de TRI (p = 0,02) e VLDL-c (p = 0,01) quando

comparado ao grupo C (Tabela 5).

Aos 30 dias, diferencas foram encontradas apenas nos niveis séricos de LDL-c, com o
grupo HF apresentando niveis mais elevados (p = 0,001) quando comparado ao grupo C (Tabela
5).

Aos 90 dias de vida, ndo foram encontradas diferencas nos niveis séricos de Albumina,
Proteinas totais, HDL-c, LDL-c e ALT entre os grupos. Em relagéo a Glicemia de jejum, o grupo
HF apresentou niveis mais elevados (p<0,0001) quando comparado aos demais grupos. O grupo
HF também apresentou niveis séricos mais elevados de Colesterol total (p = 0,01), Triglicerideos
(p =0,02) e VLDL-c (p = 0,02) quando comparado ao C. Ja o grupo HF®3 apresentou menores
niveis de AST (p =0,0007) e relagdo AST / ALT (p = 0,0002) quando comparado aos grupos C e
HF (Tabela 5).

Aos 300 dias de idade, ndo foram encontradas diferencas nos niveis séricos de Glicemia
de jejum, Proteinas totais, HDL-c, LDL-c e ALT entre os grupos. Em relacdo a Albumina, o grupo
HF apresentou niveis mais elevados (p = 0,01) quando comparado ao grupo C. Os grupos HF e
HF w3 apresentaram niveis séricos mais elevados de Colesterol total (p = 0,008), Triglicerideos (p
= 0,0002) e VLDL-c (p = 0,002) quando comparados ao grupo C. Ja os grupos HF ¢ HF®3
apresentaram menores niveis de AST (p = 0,0001) e relagdo AST / ALT (p = 0,0001) quando
comparados ao grupo C (Tabela 5).

Tabela 5 - Perfil bioquimico em jejum aos 22, 30, 90 e 300 dias de vida da prole de ratos cujas

maes receberam dieta Controle (C), dieta Hiperlipidica (HF) e dieta Hiperlipidica enriquecida com
0mega-3 (HF®3) durante a gestagéo e lactacéo.

Idade / Variaveis Grupo
C HF HF®3

M £ EPM M £ EPM M £ EPM
22 dias
Albumina (g/dL) 4 +0,02 4+0,01 4 +0,02
Proteinas totais (g/dL) 5+0,02 540,03 540,03
Triglicerideos (mg/dL) 138+ 6 124 £ 6 116 + 4"
Colesterol total (mg/dL) 116 £1 126 + 3" 117 + 2%
HDL-c (mg/dL) 23+3 28+3 31+4
LDL-c (mg/dL) 517 63+9 61+6
VLDL-c (mg/dL) 28+1 24 +1 23+0.8"
Glicose (mg/dL) 108 £3 119+ 3" 1171
ALT (U/L) 17 +£0,7 22+1" 17 + 0.6

AST (UIL) 152 + 4 137 +3 142 + 4
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AST/ALT 8+0,7 5+0,8" 8+0,4*
30 dias

Albumina (g/dL) 4 +0,02 4 +0,03 4 +0,03
Proteinas totais (g/dL) 540,03 540,03 5+0,05
Triglicerideos (mg/dL) 162 £11 151 +£10 183 £ 15
Colesterol total (mg/dL) 120+ 2 123 +£2 125+ 3
HDL-c (mg/dL) 26+1 27 +3 31+2
LDL-c (mg/dL) 64 2 78+ 4" 60 £ 2
VLDL (mg/dL) 28 %2 222 24 +3
Glicose (mg/dL) 905 88 +3 100+ 4
ALT (U/L) 30+1 34 +2 38+2
AST (U/L) 149+ 4 143 +6 141 £ 0,04
AST/ALT 5+0,3 4+£0,6 3+£04
90 dias

Albumina (g/dL) 4+0,03 4 +0,04 4+ 0,04
Proteinas totais (g/dL) 5+0,04 5+0,1 5+0,09
Triglicerideos (mg/dL) 97 +1 110+ 17 108 + 4
Colesterol total (mg/dL) 80+1 87+1" 82+1
HDL-c (mg/dL) 13+0,5 12+1 10+ 0,7
LDL-c (mg/dL) 47+ 1 52+3 46 +3
VLDL (mg/dL) 19+0,3 22+1" 21+0,8
Glicose (mg/dL) 120 +3 142 + 3" 126 + 3%
ALT (U/L) 44 +1 44 +1 45+1
AST (U/L) 143 + 4 134 +6 115 + 3™
AST/ALT 3+0,1 3+0,1 2+0,08"
300-d-old

Albumina (g/dL) 4 +0,06 4 +0,04 4 +0,04
Proteinas totais (g/dL) 6+0,04 6+0,04 6+0,04
Triglicerideos (mg/dL) 59 +3 83+ 4" 86+5
Colesterol total (mg/dL) 78 +3 87+2" 88+ 2"
HDL-c (mg/dL) 52+ 6 54 +6 55+4
LDL-c (mg/dL) 25+5 21+ 4 25+ 4
VLDL (mg/dL) 12 0,7 16 +0,8" 16+1"
Glicose (mg/dL) 126 + 10 1357 135+4
ALT (U/L) 55+3 53+7 62+4
AST (U/L) 175+ 7 139+ 9" 115+5"
AST/ALT 32+0,1 24+0,2" 1,9+0,1"

As proles foram submetidas durante a gestacéo e lactagdo as dietas controle (C, 19% de lipidios) ou hiperlipidica,
(HF, 33% de lipidios) ou hiperlipidica enriquecida com émega-3 (HF®3, 33% de lipidios €3,5% de 6leo de linhaca),
de acordo com o grupo experimental. Os valores foram expressos como média +epm. As analises foram feitas com a
utilizacdo de teste estatistico ANOVA one-way e p6s-teste de Bonferroni (N = 12-17) ou Teste de Kruskal-Wallis e
pos-teste de Dunns quando os valores das varidveis ndo apresentaram distribui¢do normal. * p<0,05 vs. Controle; #
p<0,05 vs. HF.

Fonte: A autora, 2021.

7.4 Parametros ventilatorios das proles de 1 a 300 dias de vida

Os para@metros respiratorios basais da prole foram analisados no 1°, 7°, 14°, 21°, 30°, 90° e
300° dia de vida a partir da frequéncia respiratéria (FR), obtendo-se também os valores de volume

corrente (VT) e ventilacdo pulmonar (VE).
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No 1° dia de vida, o grupo HF apresentou maiores valores de FR em relagdo aos demais
grupos (p = 0,03), conforme mostrado na Tabela 6. No 7° dia, o grupo HF®3 apresentou menor
FR quando comparado ao HF (p <0,001). No 14° dia, o HF apresentou valores de RF aumentados
em relacdo aos demais grupos (p = 0,02). No entanto, ndo foram encontradas diferencas na FR no
21° dia (p = 0,42), 30° (p = 0,09), 90° (p = 0,07) e 300° (p = 0,38) dia de vida entre 0S grupos
(Tabela 6).

Em relacdo a anélise do VT, ndo foi encontrada diferenca significativa no 1° (p = 0,11) e
no 7° (p = 0,18) dias de vida. No 14° dia, o grupo HF®3 apresentou menor VT quando comparado
ao HF (p =0,01) (Tabela 6). Ademais, ndo foram encontradas diferencas no 21° (p = 0,07), 30° (p
=0,07),90° (p =0,61) e 300° (p = 0,34) dia de vida (Tabela 6).

Na analise de VE, nao foram encontradas diferencas entre os grupos no 1° (p = 0,42) e no
7° (p = 0,12) dia de vida. No 14° dia, menores valores de VE foram observados no grupo HF®3
quando comparado ao grupo HF (p = 0,003). Da mesma forma, no 21° dia o grupo HF»3 também
apresentou menores valores de VE quando comparado ao HF (p = 0,04). Nao foram encontradas
diferencas entre os grupos nas demais idades avaliadas, ou seja, 30° (p = 0,12), 90° (p = 0,43) e
300° (p = 0,88) dias de vida (Tabela 6).

Tabela 6 - Parametros respiratorios basais de frequéncia respiratoria (RF), volume corrente (VT)
e ventilagdo pulmonar (VE) de 1 a 300 dias de vida da prole de ratos cujas mées receberam dieta

Controle (C), dieta Hiperlipidica (HF) e dieta Hiperlipidica enriquecida com 6mega-3 (HF®3)
durante a gestagao e lactacéo.

Grupo
Dias de vida
C HF HF®3

MzEPM M+EPM M+EPM
1 dia
FR (cpm) 101,4+2,9 114,0 £ 4,3 103,5+ 3,6
VT (mL/Kg) 9,6 £0,7 8,2+0,3 82+04
VE (mL/Kg/min) 976,0 £ 69,7 939,3 + 45,6 861,3 + 64,6
7 dias
FR (cpm) 151,0+5/4 1642+ 4,6 138,1 +2,1%
VT (mL/Kg) 10,2+0,7 8,704 9,3+£0,5
VE (mL/Kg/min) 1628 + 157,2 1440 + 83,5 1282 + 70,4
14 dias
FR (cpm) 1209+ 2,7 132,1+4,1° 122,0+2,2
VT (mL/Kg) 95+0,5 10,3+0,8 7,6 +0,3"
VE (mL/Kg/min) 1152 + 73,2 1338 + 106.2 934,7 + 44,2%
21 dias
FR (cpm) 100,9 £ 2,7 1052+ 1,6 101,3+£2,6
VT (mL/Kg) 16,4+1,0 14,6 +0,7 13,6 +0,6
VE (mL/Kg/min) 1516 + 81,3 1641 + 67,2 1364 + 61,6
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30 dias

FR (cpm) 97,0+ 2,0 102,2+1,9 102,9+2,3
VT (mL/Kg) 12,7+0,5 12,8+0,5 11,1+0,5
VE (mL/Kg/min) 1257 +55,8 1361 + 65,8 1177 +61,2
90 dias

FR (cpm) 98,1+2,6 103,7+ 1,7 935+3,6
VT (mL/Kg) 8,3+0,4 78+0,4 7,7+0,3
VE (mL/Kg/min) 837,2 + 48,6 801,2 + 58,2 736,9 +49,4
300 dias

FR (cpm) 93,3+4)9 100,6 £+ 2,4 95,6 +2,8
VT (mL/Kg) 125+0,5 11,4+0,5 126 +0,5
VE (mL/Kg/min) 1172 + 77,9 1172 + 70,9 1217 +76,9

As proles foram submetidas durante a gestacéo e lactagdo as dietas controle (C, 19% de lipidios) ou hiperlipidica,
(HF, 33% de lipidios) ou hiperlipidica enriquecida com émega-3 (HF®3, 33% de lipidios €3,5% de dleo de linhaga),
de acordo com o grupo experimental. Os valores foram expressos como média +epm. As analises foram feitas com a
utilizacdo de teste estatistico ANOVA one-way e pos-teste de Bonferroni (N = 12-17) ou Teste de Kruskal-Wallis e
pos-teste de Dunns quando os valores das varidveis ndo apresentaram distribui¢do normal. * p<0,05 vs. Controle; #
p<0,05 vs. HF.

Fonte: A autora, 2021.

7.5 Inducdo de hipdxia nas proles de 7 a 30 dias de vida

A resposta a hipdxia aguda induzida sobre FR, VT e VE foi avaliada no 7°, 14°, 21° e 30°
dias de vida, idades relativas a maturacdo pos-natal do controle neural respiratério. Em relagdo ao
ARF, ndo foi observada diferenga no 7° (p = 0,08), 14° (p =0,11), 21° (p =0,33) ¢ 30° (p = 0,97)
dia de vida entre 0S grupos (Tabela 3).
Da mesma forma, em relagdo aos valores de AVT, nenhuma diferenga foi encontrada no 7° (p =
0,30), 14° (p = 0,92), 21° (p = 0,50) e 30° (p = 0,27) dias de vida entre os grupos (Tabela 7).

Porém, no 14° dia de vida, tanto o grupo HF quanto o grupo HF®3 apresentaram valores
menores de AVE (p = 0,02) quando comparados ao Controle. No 21° dia de vida apenas o HF
apresentou valores menores de AVE (p = 0,03) quando comparado aos demais grupos. N&o foram
observadas diferencas na AVE no 7° (p = 0,12) e 30° (p = 0,86) dias de vida entre os grupos (Tabela
7).

Tabela 7 - Valores de variagdo (A) de frequéncia respiratoria (FR), volume corrente (VT) e
ventilagdo pulmonar (VE) ap6s inducdo de hipdxia de 7 a 30 dias de vida da prole de ratos cujas

mées receberam dieta Controle (C), dieta Hiperlipidica (HF) e dieta Hiperlipidica enriquecida com
O0mega-3 (HF®3) durante a gestagéo e lactacéo.

Dias de vida Grupo

C HF HF®3
M+EPM MzEPM M+EPM
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7 dias

AFR (cpm) -35,2+10,4 -429+175 -38,0 + 13,7
AVT (mL/Kg) 16+0,3 1,1+0,5 1,9+0,3
AVE (mL/Kg/min) -461,2 + 148,3 -475,4 +124,9 -89,9 + 105,7
14 dias

AFR (cpm) 72,2+8,2 48,4 + 8,6 66,3 £ 8,0
AVT (mL/Kg) -05+0,6 -0,2+0,4" -0,4+£0,3
AVE (mL/Kg/min) 799,4 +£115,0 4827 +67,5" 467,6 + 77,0
21 dias

AFR (cpm) 45,7 + 8,6 358+11,1 59,8 +10,4
AVT (mL/Kg) 6,1+2.2 49+0,9 8,8+2,0
AVE (mL/Kg/min) 1691 + 236,6 1037 £ 217,7° 2001 + 148,9
30 dias

AFR (cpm) 50,5+5,7 499+ 47 51,5+3,9
AVT (mL/Kg) 21+1.8 55+1,7 49+0,7
AVE (mL/Kg/min) 1488 + 137,1 1370 + 242,3 1363 +112,9

As proles foram submetidas durante a gestacdo e lactacdo as dietas controle (C, 19% de lipidios) ou hiperlipidica,
(HF, 33% de lipidios) ou hiperlipidica enriquecida com dmega-3 (HFw3, 33% de lipidios €3,5% de 6leo de linhaca),
de acordo com o grupo experimental. Os valores foram expressos como média +epm. As analises foram feitas com a
utilizacéo de teste estatistico ANOVA one-way e pds-teste de Bonferroni (N = 12-17) ou Teste de Kruskal-Wallis e
pos-teste de Dunns quando os valores das varidveis ndo apresentaram distribui¢do normal. * p<0,05 vs. Controle; #
p<0,05 vs. HF.

Fonte: A autora, 2021.

7.6 Variabilidade respiratoria das proles de 1 a 300 dias de vida

A variabilidade respiratoria foi avaliada na condicdo de repouso no 1°, 7°, 14°, 21°, 30°,
90° e 300° dia de vida da prole.

N&o foram encontradas diferencas no 1° dia de vida nos componentes SD1 (p = 0,25) e
SD2 (p =0,19) entre os grupos. Porém, no 7° dia de vida, o grupo HF apresentou valores menores
de SD1 (p = 0,009) quando comparado ao Controle, e tanto HF quanto HF»3 apresentaram valores
menores de SD2 (p = 0,009) em relacdo ao Controle. Aos 14 dias de vida, ndo foi observada
diferenca nos valores de SD1 (p = 0,40) entre os grupos, mas o grupo HF apresentou valores
aumentados de SD2 (p = 0,03) quando comparado aos demais grupos. No 21° dia o grupo HF®3
apresentou valores aumentados de SD1 em comparagédo aos demais grupos, mas nédo foi observada
diferenga no SD2 (p = 0,30) entre os grupos. Além disso, ndo foram encontradas diferencas no 30°
dia de vida no SD1 (p=0,72) e no SD2 (p = 0,11), bem como no 90° dia de vida no SD1 (p =0,63)
e SD2 (p=0,77), e no 300° dia de vidaem SD1 (p = 0,56) e SD2 (p = 0,64) entre os grupos(Tabela
8).

Tabela 8 - Componentes SD1 (standard deviation 1) e SD2 (standard deviation 2) da variabilidade
respiratoria de 1 a 300 dias de vida da prole de ratos cujas mées receberam dieta Controle (C),



dieta Hiperlipidica (HF) e dieta Hiperlipidica enriquecida com 6mega-3 (HF®3) durante a

gestacdo e lactacao.

Grupo
Dias de vida
C HF HF®3
MzEPM Mz+EPM MzEPM
1 dia
SD1 774+11,1 60,4 +6,4 83.2+9.2
SD2 114,3 + 13,6 88,4 +8,4 118,6 £ 11,8
7 dias
SD1 55,6 + 4,4 35,2 +6,1% 428+28
SD2 102,9+5,0 76,5+ 10,1 79,6 3,67
14 dias
SD1 39,0+ 3,9 49,7+7,7 45,7+55
SD2 60,7 5,1 87,3+8,9" 63,8+ 7,3
21 dias
SD1 63,9+6,5 68,7+ 12,5 105,5 + 16,0
SD2 105,6 + 18,1 101,4 + 16,6 137,7+ 17,6
30 dias
SD1 48,0+5,3 46,1 +4,9 42,7+4,0
SD2 758+ 75 56,4 + 5,6 778+6,5
90 dias
SD1 54,7+5,6 48,5 + 3,2 49,2+58
SD2 89,0 +10,3 80,7+6,5 80,1+12,3
300 dias
SD1 55,6 + 8,1 51,4 +6,6 47,7+7,6
SD2 856+5,1 81,4+8,2 87,7+7,4

As proles foram submetidas durante a gestagao e lactagdo as dietas controle (C, 19% de lipidios) ou hiperlipidica,
(HF, 33% de lipidios) ou hiperlipidica enriquecida com émega-3 (HF®3, 33% de lipidios €3,5% de 0leo de linhaca),
de acordo com o grupo experimental. Os valores foram expressos como média +epm. As analises foram feitas com a
utilizacdo de teste estatistico ANOVA one-way e pos-teste de Bonferroni (N = 12-17) ou Teste de Kruskal-Wallis e
pos-teste de Dunns quando os valores das variaveis ndo apresentaram distribuigdo normal. * p<0,05 vs. Controle; #
p<0,05 vs. HF.

Fonte: A autora, 2021.

7.7 Variabilidade da frequéncia cardiaca das proles aos 90 e 300 dias de vida
A variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) foi avaliada no dominio da frequéncia e no

dominio do tempo no momento basal, aos 90 e 300 dias de vida da prole.

Quanto a VFC no dominio do tempo aos 90 dias, ndo foram encontradas diferencas no 90°
dia de vida em SDRR (p = 0,60) (Fig 4a), SDARR (p = 0,60) (Fig 4b), RMSSD (p = 0,23) (Fig
4c) e pRR50 (p = 0,94) (Fig 4d). Em relagcdo a VFC no dominio da frequéncia aos 90 dias, ndo
foram encontradas diferencas no componente de muito baixa frequéncia (VLF - ms?) (p = 0,36)

(Fig. 4e), bem como no componente de baixa frequéncia (LF - ms?) (p = 0,87) (Fig 4f) e
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componentes de alta frequéncia (HF - ms?) (p = 0,47) (Fig 4g) entre os grupos. Porém, ambos os
grupos HF e HF®3 apresentaram menor LF (un) (p = 0,005) (Fig. 4h), bem como diminuigéo da
relacdo LF / HF (p = 0,005) (Fig. 4j), quando comparados ao grupo Controle. Nao foi observada
diferenca na HF (nu) (p = 0,71) (Fig 4i) entre 0s grupos.

Figura 4 — Variabilidade da frequéncia cardiaca no dominio do tempo e da frequéncia aos 90 dias de
vida da prole de ratos cujas maes receberam dieta Controle (C), dieta Hiperlipidica (HF) e dieta
Hiperlipidica enriquecida com 6mega-3 (HF®3) durante a gesta¢io e lactagdo. Os valores do desvio
padrdo de todos os intervalos RR normais (SDRR) (painel a), desvio padrdo das médias dos intervalos RR
normais (SDARR) (painel b), raiz quadrada da média das diferencas entre os intervalos RR normais
adjacentes em um intervalo de tempo (RMSSD) (painel c) e porcentagem dos intervalos RR adjacentes
(pRR50) (painel d) em repouso do grupo Controle (barras brancas), Hiperlipidico (HF, barras pretas), e
Hiperlipidico enriquecido com 6mega-3 (HF®3, barras cinza) no 90° dia de vida. Os valores sdo expressos
como a média + SEM, n = 9-19. (*) p <0,05 em comparagdo com 0s grupos controle (teste ANOVA one-
way).
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Fonte: A autora, 2021.

Da mesma forma, ndo foram encontradas diferencas no 300° dia de vida em SDRR (p =
0,78) (Fig 5a), SDARR (p = 0,45) (Fig 5b), RMSSD (p = 0,20) (Fig 5¢) e pRR50 (p = 0,86) (Fig
5d). Além disso, ndo foram encontradas diferencas no 300° dia de vida no componente VLF (p =
0,50) (Fig 5e), bem como LF (p = 0,76) (Fig 5f), e HF (p = 0,49) (Fig 5g) componentes entre 0s
grupos. Porém, ambos os grupos HF e HF®w3 apresentaram menor LF (nu) (p = 0,001) (Fig 5h),
bem como diminuicdo da relacdo LF / HF (p = 0,006) (Fig 5j) quando comparados a0 grupo



Controle. N&o foi observada diferenca na HF (nu) (p = 0,26) (Fig 5i) entre oS grupos.

Figura 5 — Variabilidade da frequéncia cardiaca no dominio do tempo e da frequéncia aos 300 dias de
vida da prole de ratos cujas maes receberam dieta Controle (C), dieta Hiperlipidica (HF) e dieta
Hiperlipidica enriquecida com émega-3 (HF®3) durante a gestacio e lactacdo. Os valores do desvio
padrdo de todos os intervalos RR normais (SDRR) (painel a), desvio padrdo das médias dos intervalos RR
normais (SDARR) (painel b), raiz quadrada da média das diferencas entre os intervalos RR normais
adjacentes em um intervalo de tempo (RMSSD) (painel c) e porcentagem dos intervalos RR adjacentes
(pPRR50) (painel d) em repouso do grupo Controle (barras brancas), Hiperlipidico (HF, barras pretas), e
Hiperlipidico enriquecido com 6mega-3 (HF 3, barras cinza) no 300° dia de vida. Os valores sdo expressos
como a média + SEM, n = 9-19. (*) p <0,05 em comparagdo com 0s grupos controle (teste ANOVA one-
way).

a)

5. o°
54
T -HF
O HFe3 2
@ 10 -
E 3
@ x
a g2
? 54 37
1
0 T T 0]
c) d)
30 0.20
- 0.15
g 20 g _
[a R Q 0.10
3 e
= 10 %
0.05
0 0.00
e)
f)
1007 I:I c 300
| B
80 O Hros
o 200+
% 607 &
1S3
€ 13
[Ty -
s 5
40
- 100-

20

o
o

15007 201

15+
<~ 1000
2]
£ 104
L
T 500
5
0 0~

LF (nu)




807 034 "
60 .
= 0.2
[
<0 I
w I A
I 1 —
0.1
20
0 0.0

Fonte: A autora, 2021.
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7.8 Parametros hemodinamicos basais das proles aos 90 e 300 dias de vida
Aos 90 dias de vida, a prole HF exibiu aumento de PAS (p = 0,0007) (Fig 6a) e PAM (p =

0,001) (Fig 6b) quando comparada aos demais grupos, sem altera¢6es na FC (p = 0,144) (Fig 6c)

e FR (p = 0,415) (Fig 6d).

Figura 6. Valores hemodinamicos basais aos 90 dias de vida da prole de ratos cujas maes receberam
dieta Controle (C), dieta Hiperlipidica (HF) e dieta Hiperlipidica enriquecida com 6mega-3 (HF®3)
durante a gestacdo e lactacdo. Os valores da pressao arterial sistlica (PAS) (painel a), pressao arterial
média (PAM) (painel b), frequéncia cardiaca (FC) (painel c) e frequéncia respiratdria (FR) (painel d) em
repouso do grupo Controle (barras brancas), Hiperlipidico (HF, barras pretas) e Hiperlipidico enriquecido
com dmega-3 (HFw3, barras cinzas) aos 90 dias de vida. Os valores estdo expressos em média £ EPM, n
=9-19. (*) p <0,05 em compara¢do com o grupo controle (teste ANOVA one-way).
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Fonte: A autora, 2021.

Porém, aos 300 dias de vida, tanto os grupos HF quanto HF®3 apresentaram aumento da
PAS (p =0,001) (fig 7a) e aumento da PAM (p = 0,004) (fig 7b). N&o foi encontrada diferenca na
FC (p = 0,85) (fig 7c) e FR (fig 7d) entre os grupos.



Figura 7. Valores hemodinamicos basais aos 300 dias de vida da prole de ratos cujas méaes receberam
dieta Controle (C), dieta Hiperlipidica (HF) e dieta Hiperlipidica enriquecida com émega-3 (HF®3)
durante a gestagdo e lactacdo. Os valores da presséo arterial sistdlica (PAS) (painel a), presséo arterial
média (PAM) (painel b), frequéncia cardiaca (FC) (painel c) e frequéncia respiratoria (FR) (painel d) em
repouso do grupo Controle (barras brancas), Hiperlipidico (HF, barras pretas) e Hiperlipidico enriquecido
com 6émega-3 (HF w3, barras cinzas) aos 300 dias de vida. Os valores estdo expressos em média + EPM, n
=9-19. (*) p <0,05 em c omparacgdo com o grupo controle (teste ANOVA one-way).
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Fonte: A autora, 2021.

7.9 Ativacgéo quimiorreflexa das proles aos 90 e 300 dias de vida
Aos 90 dias de vida, o grupo HF apresentou maior APAM (p = 0,02) (Fig 8*) apos KCN
em relacdo aos demais grupos. Nao houve diferenca entre os grupos nos valores de AFC (p =

0,140) (Fig 8b) e AFR (p = 0,185) (Fig 8c) apds administracdo de KCN.

Figura 8. Valores de variacgdo (A) hemodinamica apds administracdo de KCN endovenosa aos 90 dias
de vida da prole de ratos cujas maes receberam dieta Controle (C), dieta Hiperlipidica (HF) e dieta
Hiperlipidica enriquecida com 6mega-3 (HF®3) durante a gestagio e lactagio. Os valores de A da
pressdo arterial média (PAM) (painel a), A da frequéncia cardiaca (FC) (painel b) e A da frequéncia
respiratoria (FR) (painel c) ap6s infusdo endovenoa de cianeto de potassio (KCN a 0,04%) do grupo
Controle (barras brancas), Hiperlipidico (HF, barras pretas) e Hiperlipidico enriquecido com 6mega-3
(HF w3, barras cinzas) aos 90 dias de vida. Os valores estdo expressos em média £ EPM, n = 9-19. (*) p
<0,05 em comparacdo com o grupo controle (teste ANOVA one-way).
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Similarmente, aos 300 dias de vida o grupo HF apresentou maior APAM (p = 0,014) (Fig
9%) ap6s KCN em relacéo aos demais grupos. Nao houve diferenca entre os grupos nos valores de
AFC (p = 0,707) (Fig 9b) ¢ AFR (p = 0,204) (Fig 9c) ap6s administracdo de KCN.

Figura 9 — Valores de variagio (A) hemodinamica apos administracdo de KCN endovenosa aos 300
dias de vida da prole de ratos cujas maes receberam dieta Controle (C), dieta Hiperlipidica (HF) e
dieta Hiperlipidica enriquecida com 6mega-3 (HF®3) durante a gesta¢io e lactacdo. Os valores de A
da pressdo arterial média (PAM) (painel a), A da frequéncia cardiaca (FC) (painel b) e A da frequéncia
respiratéria (FR) (painel c) ap6s infusdo endovenoa de cianeto de potassio (KCN a 0,04%) do grupo
Controle (barras brancas), Hiperlipidico (HF, barras pretas) e Hiperlipidico enriquecido com 6mega-3
(HF®3, barras cinzas) aos 300 dias de vida. Os valores estdo expressos em média + EPM, n=9-19. (*) p
<0,05 em comparagdo com o grupo controle (teste ANOVA one-way).
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Fonte: A autora, 2021.

7.10 Balango barorreflexo das proles aos 90 e 300 dias de vida

Ao0s 90 dias de vida, ndo houve diferenca entre os grupos nos valores de variagdo de APAM
(p =0,580) (Fig 10a), AFC (p = 0,080) (Fig 10b) e AFR (p = 0,607) (Fig 10c) ap6s administracdo
de Fen. Também né&o foi observada diferenca significativa entre 0s grupos nos valores de variacao
de APAM (p = 0,430) (Fig 10d), AFC (p = 0,186) (Fig 10e) e AFR (p = 0,114) (Fig 10f) apo6s

administracdo de NPS.

Figura 10. Valores de variacdo (A) hemodinamica apés administracdo endovenosa de Fen e NPS aos
90 dias de vida da prole de ratos cujas maes receberam dieta Controle (C), dieta Hiperlipidica (HF)
e dieta Hiperlipidica enriquecida com 6mega-3 (HF®3) durante a gestacio e lactag¢io. Os valores de
A da pressdo arterial média (PAM) (painel a), A da frequéncia cardiaca (FC) (painel b) e A da frequéncia
respiratoria (FR) (painel c) apds infusdo endovenoa de Fenilefrina (Fen a 0,01%) e Nitroprussiato de sddio
(NPS a 0,16%) do grupo Controle (barras brancas), Hiperlipidico (HF, barras pretas) e Hiperlipidico
enriquecido com 6mega-3 (HF w3, barras cinzas) aos 90 dias de vida. Os valores estdo expressos em média
+ EPM, n =9-19. (*) p <0,05 em comparagdo com o grupo controle (teste ANOVA one-way).
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Fonte: A autora, 2021.

Aos 300 dias de vida, ndo houve diferenga entre os grupos nos valores de variagdo de
APAM (p = 0,204) (Fig 11a), AFC (p = 0,354) (Fig 11b) e AFR (p = 0,646) (Fig 11c) apos

administracéo de Fenilefrina. Foi observada maior variacdo de APAM no grupo HF»3 (p = 0,003)
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(Fig 11d) ap6s administragdo de NPS, sem diferenga nos valores de variacdo de AFC (p = 0,498)
(Fig 11e) e AFR (p = 0,144) (Fig 11f).

Figura 11. Valores de variagdo (A) hemodindmica apds administracdo endovenosa de Fen e NPS aos
300 dias de vida da prole de ratos cujas maes receberam dieta Controle (C), dieta Hiperlipidica (HF)
e dieta Hiperlipidica enriquecida com 6mega-3 (HF®3) durante a gestacio e lactag¢io. Os valores de
A da pressdo arterial média (PAM) (painel a), A da frequéncia cardiaca (FC) (painel b) e A da frequéncia
respiratéria (FR) (painel c) apds infusdo endovenoa de Fenilefrina (Fen a 0,01%) e Nitroprussiato de sédio
(NPS a 0,16%) do grupo Controle (barras brancas), Hiperlipidico (HF, barras pretas) e Hiperlipidico
enriquecido com émega-3 (HF w3, barras cinzas) aos 300 dias de vida. Os valores estdo expressos em média

+ EPM, n =9-19. (*) p <0,05 em comparagdo com o grupo controle (teste ANOVA one-way).
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Fonte: A autora, 2021.

Aos 90 dias ndo foi observada diferenca entre os grupos quanto a analise da sensibilidade
barorreflexa (SBR) espontanea (p = 0,994) (Fig 12a). Também ndo foi encontrada diferenca entreos
grupos quanto a sensibilidade barorreflexa induzida, tanto na ativacdo com Fen (p = 0,230) (Fig12b)

quanto na inibi¢do com NPS (p = 0,092) (Fig 12c).

Figura 12. Barorreflexo espontaneo (SBR) e induzido (BRI) ap6s administracdo endovenosa de Fen
e NPS aos 90 dias de vida da prole de ratos cujas mdes receberam dieta Controle (C), dieta
Hiperlipidica (HF) e dieta Hiperlipidica enriquecida com émega-3 (HF®3) durante a gestacio e
lactacdo. Os valores do barorreflexo espontaneo (SBR) (painel a), barorreflexo induzido ap6s Fenilefrina
a 0,01%, (BRI Fen) (painel b) e barorreflexo induzido ap6s Nitroprussiato de sodio a 0,16% (BRI NPS)
(painel ¢) do grupo Controle (barras brancas), Hiperlipidico (HF, barras pretas) e Hiperlipidico enriquecido
com 6mega-3 (HF w3, barras cinzas) aos 90 dias de vida. Os valores estédo expressos em média = EPM, n
=9-19. (*) p <0,05 em compara¢do com o grupo controle (teste ANOVA one-way).
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Similarmente, aos 300 dias ndo foi observada diferenca entre os grupos quanto a analise
da sensibilidade barorreflexa (SBR) espontanea (p = 0,892) (Fig 13a). Também néo foi encontrada

diferenca entre os grupos quanto a sensibilidade barorreflexa induzida, tanto na ativagdo com Fen

(p =0,636) (Fig 13b) quanto na inibicdo com NPS (p = 0,181) (Fig 13c).

Figura 13. Barorreflexo espontaneo (SBR) e induzido (BRI) ap6s administracdo endovenosa de Fen
e NPS aos 300 dias de vida da prole de ratos cujas méaes receberam dieta Controle (C), dieta
Hiperlipidica (HF) e dieta Hiperlipidica enriquecida com 6mega-3 (HF®3) durante a gestacdo e
lactacdo. Os valores do barorreflexo espontaneo (SBR) (painel a), barorreflexo induzido apds Fenilefrina
a 0,01%, (BRI Fen) (painel b) e barorreflexo induzido ap6s Nitroprussiato de sédio a 0,16% (BRI NPS)
(painel c) do grupo Controle (barras brancas), Hiperlipidico (HF, barras pretas) e Hiperlipidico enriquecido
com 6mega-3 (HF w3, barras cinzas) aos 300 dias de vida. Os valores estdo expressos em média + EPM, n
=9-19. (*) p <0,05 em compara¢do com o grupo controle (teste ANOVA one-way).



67

— (BHWw/wdq) usH 149

|:|c
. HF
D HF®3

T
—

|_ i

@

15

T
e
-

(BHwWw/sw)

) o
o

<}
dds

|_

o

T
[te)

(PHWw/wdaq)

T
o
B

SdN 149

Fonte: A autora, 2021.



8 DISCUSSAO

Neste estudo, os parametros metabolicos da prole de ratos foram avaliados no inicio da
vida e na idade adulta, apds a exposicao perinatal a dieta materna controle vs. dieta hiperlipidica
vs. dieta hiperlipidica enriquecida com ®»-3. Demonstramos que os filhotes de ratos expostos a
uma dieta materna rica em -3 mostraram consideravel atenuagdo das consequéncias metabdlicas

adversas; ndo houve, no entanto, diferengas observadas posteriormente na idade adulta.

O consumo materno diario em gramas durante a gestacdo ndo diferiu entre 0s grupos em
nossa pesquisa. Os animais costumam apresentar redu¢do no consumo de ragao ao receber dieta
com maior densidade cal6rica em regime ad libitum, pois tendem a consumir uma quantidade
constante de calorias (CARVALHO et al., 2013). As HFDs tém menor teor de carboidratos e
maior teor de lipidios em comparacdo com a AIN-93. Isso contribuiu para a reducdo do consumo
de carboidratos em maes alimentadas com HFD enriquecido com -3, bem como contribuiu para
0 maior consumo de lipidios entre os dois grupos em relacdo ao Controle (FERRO-
CAVALCANTE et al., 2013).

Neste estudo, ratas prenhes alimentadas com HFD também apresentaram maior consumo
de lipidios na ultima semana de gestacdo em detrimento do consumo de carboidratos. Na avaliacdo
do consumo alimentar dos filhos, ndo houve diferenca significativa entre os grupos, embora tenha
sido observada menor ingest&o alimentar nos filhotes HF. E relatado que os animais que receberam
HFD durante a gravidez apresentam menor ingestdo de alimentos em comparacdo com aqueles
que receberam uma dieta normolipidica. Carvalho e colaboradores (CARVALHO et al., 2013)
encontraram redugdo de 30% no consumo de HFD com maior teor de gordura saturada quando
comparada a dieta padrdo. O aumento da densidade cal6rica da dieta reduz a ingestdo alimentar,
pois na dieta ad libitum os animais consomem uma quantidade constante de calorias (LLOPIS et
al., 2014).

Assim como um estudo anterior (KOJIMA et al., 2016), neste trabalho o grupo HF exibiu
aumento do tamanho corporal quando comparado ao C. Da mesma forma, o HF®3 apresentou
aumento de peso em relacdo ao C na maioria das idades avaliadas. Tomados em conjunto, esses
achados sugerem que o aumento do consumo materno de ®-3 durante a gravidez ndo foi eficaz na
reducdo do tamanho corporal no inicio da vida dos filhotes de maes alimentadas com a HFD. 1sso
pode ser devido ao efeito dos acidos graxos saturados elevados presentes nas HFDs, que estdo
associados ao aumento da massa corporal na prole (CASTOLDI et al., 2017). Uma revisdo
sistemética realizada com estudos em animais, relatou que néo estava claro se o0 aumento da oferta

de ®-3 durante o periodo perinatal poderia influenciar a massa de gordura corporal na prole
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(ZULKAFLI; WADDELL; MARK, 2013). No inicio da vida, o grupo HF apresentou
circunferéncia maior do que o C. Foi proposto que o consumo materno de HFD leva ao aumento
da gordura visceral na prole (VOLPATO et al., 2012). Em todas as idades avaliadas, o HF®3
apresentou circunferéncia semelhante nos ratos do grupo C. Também foi demonstrado em animais
que a suplementagdo materna de DHA durante a gestacdo e lactagdo reduz o tecido adiposo
visceral e subcutaneo, o que estéa associado ao risco de desenvolvimento de obesidade (BAGLEY
et al., 2013).

As proles HF apresentaram hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia. Nossos dados estdo
de acordo com outros estudos que usaram HFD durante a gravidez e a lactacdo. Esses estudos
encontraram alteracdes metabolicas, como hipertrigliceridemia, aumento dos niveis de colesterol
total e LDL-c (VIDAL et al., 2017). Além disso, colesterol e triglicerideos elevados sdo fatores
de risco para disfuncdo endotelial (LUNDMAN et al., 2001) e aterosclerose (KANNEL et al.,
1971). Nosso estudo descobriu que a prole HFw3 apresentou reducdo nos niveis de triglicerideos.
Foi demonstrado que o ®-3 pode melhorar o perfil lipidico, reduzindo os niveis de triglicerideos,
colesterol total e fragdo de LDL-c (ZULKAFLI; WADDELL; MARK, 2013).

Varios estudos epidemioldgicos, experimentais e clinicos indicaram que o ®-3 é capaz de
diminuir o risco de doengas cardiovasculares, em parte, melhorando a funcdo vascular e
prevenindo o processo aterosclerotico. Trés PUFAs ®-3 foram apontados por sua acéo
vasoprotetora: acido eicosapentaendico (EPA), acido docosahexaenoico (DHA) e &cido alfa-
linolénico (ALA). Nos vasos sanguineos, os PUFAs ®-3 diminuem o acumulo de placa arterial
(RENIER et al., 1993), aumentam as propriedades antiinflamatorias (CALDER, 2006), melhoram
a vasodilatacdo dependente do endotélio (WIEST; WALSH-WILCOX;WALKER, 2017),
diminuem a pressdo arterial (ULU et al., 2014), promovem a vasodilatacdo através do relaxamento
das células do mauasculo liso (COLUSSI et al., 2017), exercem acOGes antioxidantes,
antiinflamatdrias e antitrombéticas (THORLAKSDOTTIR et al., 2017; VERVENIOTIS et al.,
2018), retardam o desenvolvimento das placas e aumentam sua estabilidade (BAKER et al., 2018)
e diminuem o enrijecimento da parede do vaso (CARRACEDO et al., 2019).

Os acidos graxos -3 podem contribuir para reduzir a inflamagao crénica sistémica, que
estd presente na hipercolesterolemia, diabetes, hipertensdo e obesidade, tanto reduzindo os
estimulos pro-inflamatérios quanto estimulando a resolucdo da inflamagdo. Esses mecanismos
requerem metabolismo enzimatico especifico de &cidos graxos em mediadores lipidicos bioativos.
E conhecido que a troca de substrato para a formacdo de tromboxano dependente de
ciclooxigenase (TX) de acido graxo -6 araquidénico (AA) para acido graxo ®-3 EPA ir4 alterar
0 produto enzimatico do TXA2 protrombdtico para o metabdlito TXA3 inativo (BACK, 2017).
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Além disso, os leucotrienos (outro grupo de mediadores lipidicos) exibem menos atividade pré-
inflamatoria quando derivados do metabolismo da lipoxigenase usando EPA em vez de AA como
substrato. Visto que os leucotrienos transduzem a sinalizagdo pré-aterosclerética (BACK;
HANSSON, 2006) e o antagonismo do receptor de leucotrienos reduz o risco cardiovascular
(INGELSSON; YIN; BACK, 2012), o »-3 tem o potencial de diminuir uma importante via pro-
inflamatoria na parede vascular (BACK; HANSSON, 2015).

O consumo de dieta rica em gorduras saturadas aumenta a expressao de genes que
sinalizam vias adipogénicas no figado (LEIKIN-FRENKEL et al., 2015), além de induzir e/ou
agravar a lesdo hepatica, com consequente aumento dos niveis plasmaticos das transaminases
(TAIN et al., 2017; KAl et al., 2017). Isso pode explicar os altos niveis de ALT no grupo HF aos
22 dias de idade. Em contraste, a ingestdo de -3 reduz os niveis de transaminases, principalmente
ALT em individuos com doenca hepatica gordurosa ndo-alcodlica (HE et al., 2016; LE YU;
WANG, 2017).

Neste estudo, o grupo HF apresentou maiores niveis de glicemia de jejum, enquanto que o
HF®3 ndo diferiu do C. Além de seu papel hipolipemiante, a ingestao de »-3 estd associada ao
aumento da sensibilidade a insulina, reduzida com a idade, conforme observado em filhotes de
ratos (SARDINHA et al., 2013). Estudos encontraram em ratos adultos cujas maes receberam
dieta rica em ®-3 aumento no numero de ilhotas pancreaticas, sem alteracdo no volume do
pancreas (SIEMELINK et al., 2002). A progressdo do diabetes mellitus passa por estagios
intermediarios, desde alteracdo da glicemia de jejum e intolerancia a glicose, e esses estagios sao
decorrentes da resisténcia a insulina associada & disfuncdo das células B pancreéticas. A
hiperglicemia de jejum nesses animais pode fornecer evidéncias de disfungdo das células f
(DAVIES et al., 2000). Nesse caso, é possivel que a idade mais avancada prejudique a tolerancia

a glicose, ao piruvato e a sensibilidade a insulina.

Este estudo demonstrou, no inicio da vida, que filhotes de maes alimentadas com dieta HF
durante a gestacdo e lactacdo exibiam parametros respiratorios alterados, apresentavam
diminuicdo da variabilidade cardiovascular e desenvolviam hipertensdo no inicio da idade adulta.
Enquanto isso, a prole HF®3 ndo mostrou alteragdes nos parametros respiratorios no inicio da vida
e ndo desenvolveram hipertensdo precoce na idade adulta, mas também apresentaram diminuicéo
da variabilidade cardiaca e, como resultado, desenvolveram hipertensao posterior aos300 dias de
vida. Nossos resultados sugerem que a dieta HF perinatal nas mées pode afetar a funcéo
respiratoria e cardiaca da prole, e o enriquecimento dietético com w-3 é capaz de atenuar alguns

dos danos causados pelo consumo materno da dieta HF.
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Na avaliacdo dos parametros respiratorios, nas primeiras idades de vida (1° e 14° dias), o
grupo HF apresenta aumento da frequéncia respiratoria, associado a diminui¢cdo do componente
SD1 (ao 7° dia) e aumento do componente SD2 (14° dia) valores quando comparados ao controle.
Vale ressaltar que na faixa etaria de 1 a 30 dias de vida o sistema respiratorio ainda estd em
processo de maturacdo, apresentando um ritmo diferente do adulto ou demonstrando que a
maturacdo desse sistema ocorre no periodo pos-natal. 1sso sugere que o periodo de lactagdo tem
importante papel no seu desenvolvimento. (PATON; RAMIREZ; RICHTER, 1994).

As alteracdes respiratorias encontradas no grupo HF no inicio da vida podem ser melhor
compreendidas a partir da relacdo entre 0 aumento da atividade dos corpos carotideos (CB) e 0
aumento da frequéncia respiratéria. Os CB sdo quimiorreceptores periféricos que percebem
hipdxia, hipercapnia e acidose, respondendo com um aumento na frequéncia do potencial de acéo
em seu nervo sensivel ou no nervo carotideo (NCS). A atividade do NCS ¢ integrada ao tronco
encefalico para induzir respostas respiratorias, aplicadas principalmente a normalizacdo dos gases
sanguineos via hiperventilacgio (GONZALEZ et al., 1994), regulando a pressdo arterial e o
desempenho cardiaco por meio da ativacdo do sistema nervoso simpéatico (MARSHALL, 1994).
Foi observado em modelos animais de sindrome metabdlica associacao entre padrdes de atividade
do CB e hiperinsulinemia, onde foi demonstrado que a insulina estimula os quimiorreceptores
periféricos nos CBs, que sdo cruciais para desencadear uma hiperatividade simpatoadrenal
induzida pelo CB, contribuindo assim para a resisténcia a insulina e hipertensao observada em
distdrbios metabdlicos (RIBEIRO et al., 2013).

Tém sido demonstrado que uma maior atividade dos CB esta associada ao aumento da
frequéncia respiratdria, gerando um quadro de alcalose respiratéria. Como resultado, ocorre
inibicdo dos quimiorreceptores periféricos, causando também diminuicdo da frequéncia
respiratéria. O aumento da variacdo neste sistema pode ser visto a partir de mudangas na
variabilidade respiratéria (NADURI et al., 2011). J& é reconhecido que a desnutricdo proteica
materna esta associada ao aumento da frequéncia respiratdria entre 30 e 90 dias de vida, como
mecanismo subjacente ao desenvolvimento da hipertensdo arterial (DE BRITO ALVES, 2014).
No entanto, pouco se sabe sobre os efeitos da dieta materna rica em gordura neste processo de

maturacdo, bem como do papel do ®-3.

Em idades mais avancadas, ndo houve alteracdes nos parametros respiratorios dos animais
avaliados. Semelhante ao nosso estudo, Guimaraes et al. (2017) também ndo mostraram diferencas
nos valores basais de frequéncia respiratoria, volume corrente e ventilagdo pulmonar aos 90 dias
de animais submetidos a dieta hiperlipidica durante a gestacdo e lactacdo. Porém, quando esses

animais foram expostos a condigdo de hipercapnia (7% CO2), houve aumento da frequéncia
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respiratoria e da ventilagdo pulmonar em resposta ao evento adverso, demonstrando maior
sensibilizacio dos quimiorreceptores (GUIMARAES et al., 2017). Enquanto isso, o feto pode
produzir respostas adaptativas preditivas a partir dos sinais recebidos pelo ambiente intrauterino,
como meio de protecdo contra agressfes ambientais, possibilitando sua adaptacdo pos-natal
(KHAN et al., 2005), o que poderia explicar a auséncia de alteracfes na frequéncia respiratdria na

idade adulta.

Estudos sugeriram que a leptina € um importante estimulador da fungéo respiratdria, o que
levanta a possibilidade de que pacientes obesos com resisténcia a leptina possam exibir
hipoventilacdo como consequéncia, pelo menos em parte, do efeito reduzido da leptina no cérebro
(MALLI et al., 2010; MORRIS; RUI, 2009). No entanto, 0os mecanismos ativados pela leptina
para estimular a ventilacdo ndo estdo claros. Em nosso estudo, o grupo HF apresentou valores
diminuidos de AVT e AVE no 14° dia, bem como diminui¢do da AVE no 21° dia em relagdo ao
Controle. O HF®3 também apresentou diminui¢do na AVE no 14° dia em comparagdo ao Controle.
Ribeiro et al. (2018) sugeriram que os efeitos facilitadores da leptina na atividade do corpo
carotideo sdo atenuados em ratos alimentados com HFD, o que pode explicar a diminuicdo da

resposta induzida por hipdxia em descendentes com HFD.

Os indices de variabilidade da frequéncia cardiaca tém sido usados para compreender
varias condi¢0es, tais como: doenga arterial coronariana (CARNEY et al., 2007; TAKAHASHI et
al., 2005; CARNETHON et al., 2002), cardiomiopatia (LIMONGELLI et al., 2007), hipertensao
arterial (KARAS et al.,, 2008; TERATHONGKUM; PICKLER, 2004), infarto do miocardio
(LAROSA et al., 2008), morte subita (KUDAIBERDIEVA et al., 2007), doenca pulmonar
obstrutiva crénica (PANTONI et al., 2007), insuficiéncia renal (FURULAND et al., 2008),
acidente vascular cerebral (LAKUSIC et al., 2005), entre outros distdrbios. Neste estudo, aos 90
e 300 dias de vida, os grupos HF e HF w3 apresentaram valores diminuidos do componenteLF, bem
como da relacdo LF / HF quando comparados ao grupo Controle, sugerindo que uma dieta ricaem
acidos graxos saturados prejudicou a VFC, mesmo quando a dieta é enriquecida comPUFAS ®-3.

A reducgdo da VFC é muitas vezes um indicador de adaptagdo anormal e insuficiente do
Sistema Nervoso Auténomo (SNA), implicando na presenca de disfuncao fisioldgica no individuo
(VANDERLEI et al., 2009). Além disso, a baixa VFC foi identificada como um forte indicador
de risco relacionado a eventos adversos em individuos normais e em pacientes com grande nimero
de doencas, refletindo o papel vital que 0 SNA desempenha na manutencéo da satde (PUMPRLA
et al., 2002). Em doengas como hipertensédo arterial (KARAS et al., 2008; TERATHONGKUM,;
PICKLER, 2004), infarto agudo do miocardio, insuficiéncia coronariana (NOVAIS et al., 2004)
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e aterosclerose (CARNETHON et al., 2002), os indices de VFC sdo reduzidos. Menezes Jr et al.
(2004) encontraram diminuigdo da VFC em hipertensos, quando comparados a normotensos, ao
analisar os indices SDNN, RMSSD, pNN50, HF, LF, BF / HF, provavelmente devido a

hiperatividade simpatica.

Além disso, estudos tém demonstrado uma relacdo entre processos inflamatorios e
disfuncbes do sistema nervoso autdbnomo. Esta bem estabelecido que o consumo de uma HFD
pode causar inflamacdo (DUAN et al., 2018). A condi¢do inflamatdria em algumas regifes do
cérebro que € controlada pela atividade do nervo simpatico, como NTS, pode contribuir para o
estabelecimento de patologias, como a hipertensdo (PATON; WAKI, 2009; ADLAN et al., 2014).
Assim, alteragdes no sistema imunoldgico sdo um dos fatores que contribuem para o
desenvolvimento do aumento da presséo arterial (TIMPER; BRUNING, 2017).

Paton e Waki (2009) sugeriram que na inflamacéo pode ocorrer aumento da aderéncia
leucocitaria na microvasculatura do tronco encefalico (ou especificamente no NTS), podendo
levar a ativacdo de espécies reativas de citocinas pré-inflamatorias e induzidas por oxigénio, que
alteram a atividade neuronal. A inflamag&o e o acimulo de leucdcitos nesta microvasculatura do
tronco cerebral podem aumentar a resisténcia vascular. Um acimulo de leucdcitos nos capilares
pode obstruir o fluxo sanguineo, diminuir a perfusdo sanguinea e resultar em hipdxia localizada,
causando, consequentemente, um aumento da atividade simpatica e da pressao arterial (PATON;
WAKI, 2009). Esses estudos podem justificar nossos resultados de aumento da pressao arterial no
grupo HF aos 90 dias, e de HF e HF®w3 aos 300 dias de vida. Semelhante ao nosso estudo, Vidal
et al. (2017) também encontraram aumento da pressdo arterial em filhos de mées que receberam
HFD durante a gestacéo e lactacao.

Porém, em nosso estudo, aos 90 dias de vida, o grupo HF®3 apresentou pressdo arterial
semelhante ao Controle, sugerindo que 0 ®-3 parece ter acdo cardioprotetora, evitando o
aparecimento precoce da hipertenséo. 1sso pode ser devido ao consumo adequado da razédo w-6:w-
3 reduzir a formacdo de AA a partir do &cido linoléico, dependendo da disponibilidade de EPA e
DHA e, consequentemente, a formacdo de mediadores antiinflamatorios via COX e LOX.
Absorcado e incorporacdo de acido linolénico em fosfolipidios de membrana também com acao
inibitéria e uso da via COX e LOX sem AA, com reacdo de metabolismo pré-inflamatério:
prostaglandina E2, tromboxano A2 e leucotrieno B4 (KHATIB et al., 2016). O acido A-linolénico
também atua na redugdo dos mediadores inflamatdrios circulantes no plasma: IL-6, TNF-a e PCR
(OLLIVER et al., 2016).

No entanto, o risco de desenvolver doengas cardiovasculares aumenta com a alta

distribuicdo adiposa visceral, que tende a ocorrer com o envelhecimento. O tecido adiposo torna-
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se disfuncional, com o caminho da diferenciacdo pré-adipocito aos adipdcitos maduros ficando
prejudicado, o que resulta em adipécitos disfuncionais menos capazes de armazenar gordura e
subsequente redistribui¢do de gordura para locais ectopicos. A inflamacéo sistémica de baixo grau
é comumente observada no envelhecimento e pode levar a disfuncdo do tecido adiposo, pois as
citocinas pro-inflamatorias séo capazes de inibir a diferenciacdo dos adipécitos. Além do aumento
da adiposidade ectopica, o efeito da funcdo do tecido adiposo prejudicada é uma elevacdo dos
acidos graxos livres sistémicos (AGL), uma caracteristica comum de muitos distarbios
metabolicos. Os AGS podem ser considerados os mais prejudiciais do que os AGL, sendo capazes
de induzir resisténcia a insulina e inflamacdo por meio de mediadores lipidicos, como a ceramida,
que podem aumentar o risco de desenvolver aterosclerose. Altos niveis de AGL, em particular
AGS, podem ser um fator determinante para aumento da resisténcia a insulina, risco de doenca
cardiovascular e inflamacéo em adultos idosos (SLAWIK; VIDAL-PUIG, 2006; HE et al., 1999).
Esses estudos podem justificar o aumento da pressao arterial apresentado no grupo HFw3 aos 300

dias de vida.

O grupo HF apresentou maior resposta a ativacdo quimiorreflexa a partir da administracdo
de cianeto de potéssio (KCN), sugerindo maior sensibilidade dos quimiorreceptores. A ativacao
de quimiorreceptores arteriais com KCN em ratos acordados produz ndo apenas respostas
taquipneicas (HAIBARA et al., 1995), mas também ajustes cardiovasculares, como aumento da
PAM e bradicardia (FRANCHINI; KRIEGER, 1992, 1993; HAIBARA et al., 1995, 1999).
Estudos anteriores ja sugeriram que o KCN é uma ferramenta apropriada para produzir a ativacao
dos quimiorreceptores arteriais em ratos (BARROS et al., 2002).

Em nosso trabalho, para testar a sensibilidade do barorreflexo (BR), utilizamos o método
farmacologico com Fen e NPS e avaliamos as respostas de FC as alteracGes da PA por meio do
indice de SBR (FARAH et al., 1999). Como o BR representa 0 maior mecanismo reflexo
envolvido na modulacdo fisiologica do tonus simpatico, especula-se que a reducdo na influéncia
inibitéria exercida pelos receptores adrticos e carotideos sobre o SNA poderia causar
hiperatividade desse sistema e esta, por sua vez, contribuir para o estabelecimento da HAS
(KUMADA et al., 1990; JULIEN, 2008).

Os nossos dados apontam que a resposta reflexa sobre a FC, induzida por uma ativagéo ou
inibicdo do BR nos animais submetidos a dieta hiperlipidica na gestacdo e lactagdo sao
semelhantes aos animais controle, sugerindo a integridade do BR em animais expostos a HFD
perinatal. Diferentemente, Zhang e colaboradores (2018) encontraram na prole de ratas
alimentadas com HFD (60% de lipidios) durante a gestacao e lactacdo diminuicdo da sensibilidade

barorreflexa cardiaca. Além disso, a HFD materna foi associada a deficiéncia da sensibilidade
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barorreflexa e reducdo da variabilidade da FC, implicando em anormalidades no controle
autondmico da prole (SAMUELSSON et al., 2010). Embora neste estudo os animais submetidos
a HFD tenham apresentado reducdo da variabilidade da FC, nossos achados sugerem que a
hiperatividade simpatica observada nos animais HF ndo deve estar associada a disfungcdo no

mecanismo BR, ao menos nesta condigdo experimental.

Este estudo traz a luz a necessidade da continuidade na investigacdo sobre a origem da
hiperativacdo simpatica observada nos animais HF, para uma compreensdo completa dos
mecanismos centrais envolvidos no desequilibrio autondmico encontrado em individuos
submetidos a HFD materna. Sdo exemplos: a avaliacdo da rede de neurotransmissao excitatéria e
inibitoria, a sensibilidade de receptores dos principais neurotransmissores e as cascatas de

sinalizagdo intracelular dos neurdnios de regides-chave do controle autonémico.
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9 CONSIDERACOES FINAIS

Em conclus@o, demonstramos que melhorar a qualidade da dieta hiperlipidica ndo supera
as consequéncias adversas do alto consumo materno de AGS, embora tenha sido observado que a
exposicao ao ®-3 de filhotes de mées com dieta hiperlipidica pode ter alguns beneficios ao curto
prazo. Este estudo contribuiu para elucidar que o ®-3 pode servir como estratégia de prevencédo
primaria para doencgas cardiometabdlicas, mas ndo a Unica. Ao comer uma dieta rica em AGS
concomitantemente, foi observado nesta pesquisa que os beneficios do -3 foram de curta duracao

e insuficientes para contraprogramar as consequéncias adversas da supernutri¢éo.

Além disso, o presente estudo demonstrou que o consumo materno da dieta hiperlipidica
rica em AGS pode afetar os mecanismos centrais envolvidos na regulacdo respiratoria e
cardiovascular, levando ao aumento da frequéncia respiratdria durante o periodo de maturacéo da
rede neural respiratoria, diminuicdo da variabilidade da frequéncia cardiaca e inicio precoce da
hipertensdo na prole adulta. O consumo de dieta hiperlipidica enriquecida com w-3 foi capaz de
mitigar os efeitos deletérios sobre os parametros ventilatorios durante o periodo de maturacdo da

rede neural e preveniu o aparecimento precoce de hipertensdo na prole.

No entanto, mais estudos sdo necessarios para avaliar os mecanismos relacionados as
alteragdes cardiometabdlicas desencadeadas pelo consumo da HFD materna, bem como o papel
do ®-3 durante o periodo perinatal. Uma compreensao completa desses mecanismos e do papel do
®-3 pode levar ao desenvolvimento de estratégias terapéuticas e politicas governamentais para

melhorar a salde da populacao.
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Abstract

Purpose: High fat (HF) diet intake during gestation and lactation has been associated with an increased risk
of developing cardiorespiratory disorders in adult offspring. We investigated whether a diet with omega-3
in HFD is able to attenuate the cardiorespiratory alterations resulting from the consumption of HFD
consumption. Methods: Wistar rat dams were fed with control (GC: 19% of lipids and @6:®3 ratio =12.66),
HF (HF: 33% lipids and @6: ®3 ratio = 21.22) or HF enriched with omega-3 (HF®3: 33% lipids and o6:
o3 ratio = 9.45) diet during gestation and lactation, and their male offspring were evaluated. Respiratory
parameters of respiratory frequency (RF), tidal volume (VT) and ventilation (VE) were assessed at 1%, 7™,
14 215 30" 90", and 300" days of life. Direct measurements of mean arterial pressure(MAP), heart rate
(HR), respiratory frequency (RF) and respiratory (RV) and cardiac (CV) variabilities were assessed in
consciousness at 90™ and 300" days of life. The groups were compared using ANOVA one-way and it was
considered p<0.05 as significant. Results: HF group showed increased RF at 1% and 14" day in baseline
moment, as well as decreased AVT at 14" and decreased AVE at 14" and 21% day in response to induced-
hypoxia. In relation to respiratory variability, the HF group presented lower SD1 component at 7" day and
higher SD2 component at 14" day. HF3 showed increased SD1 at 21 day. Moreover, both HF and HF®3
showed decreased LF band and LF/HF ratio in the heart rate variability in the frequency domain at 90" and
300" day. However, only HF showed increased MAP at 90" day, and bothHF and HF 3 showed increased
MAP at 300" day when compared to Control. Conclusion: Maternal HF
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diet consumption leads to increased respiratory rate during the maturation period of the respiratory neural
network, decreased heart rate variability and early onset of hypertension in the offspring. In addition,
maternal HF diet enriched with omega-3 consumption was able to mitigate the deleterious effects on
ventilatory parameters during the maturation period of the neural network and prevented the early onset of
hypertension in the offspring.

Keywords: Phenotypic plasticity, high fat diet, alpha-linolenic, hypertension.

1 Introduction

Cardiovascular and metabolic diseases, such as hypertension, dyslipidemia and type 1l diabetes,
have a high prevalence in the world. Such diseases are an important public health problem, since they
increase the risk factors associated with the appearance of other pathologies, including coronary heart
disease, stroke and heart failure (LANDSBERG et al., 2013). Studies indicate that the etiology of
cardiometabolic diseases comprises a complex phenotype, which emerges from several genetic,
environmental, nutritional, behavioral and ethnic origins (LANDSBERG et al., 2013; COSTA-SILVA,
SIMOES-ALVES, FERNANDES, 2016).

In this context, it was shown that eating habits and nutritional status in early in-life can play an
important role in the etiology of cardiometabolic diseases, leading to physiological dysfunctions. Studies
show that maternal consumption of a high-fat diet during pregnancy and lactation is associated with an
increased risk for the development of obesity, diabetes mellitus (BRINGHENTI et al., 2014), hypertension
(GUBERMAN et al., 2013) and metabolic syndrome (DESAI et al., 2014) in the descendants. In addition,
studies with rats have shown that excessive and unbalanced consumption of lipids in the maternal diet
during pregnancy, lactation and / or after weaning leads to an increase in baseline blood pressure levels in
the offspring (KHAN et al., 2005; WILDE et al., 2000; FEOLI et al., 2003; STOCKER; MEADOR,;
ADAMS, 2007; XUE et al., 2015), which persists in adult life. However, the peripheral and central
mechanisms that contribute to the increase in blood pressure levels in this experimental condition are still
unclear.

Taking into account that the imbalance of the autonomic nervous system, with a predominance
of sympathetic tone; constitutes an important risk factor for the development of hypertension (BARROS et
al., 2015; DE-BRITO-ALVES et al., 2015, 2016), studies suggest that the high-fat diet may have a
significant impact on the regulation of sympathetic activity in neurons in key regions of cardiorespiratory
control (BARDGETT; SHARPE; TONEY, 2014), which could justify, at least in part, the baseline increase
in blood pressure levels of animals submitted to maternal perinatal high fat diet.

Studies have shown that the intake of omega-3 fatty acids is capable of playing a dose-dependent
hypotensive role in hypertensive individuals (HOWE, 1997). In a meta-analysis, Morris et al. (1993) found
a significant reduction in blood pressure levels (between 2.0 to 3.4 mmHg) in hypertensive patients who
consumed 5.6 g of omega-3 fatty acids per day. Likewise, Appel et al. (1993) found that the blood pressure
of untreated hypertensive patients decreased between 3.5-5.5 mmHg with daily consumption of 3g of
omega-3 fatty acids. The anti-inflammatory properties of omega-3 occur by reducing the metabolism of

omega-6 and, consequently, the production of pro-inflammatory molecules, since the same group of
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enzymes are required for the synthesis of pro-inflammatory molecules from the omega—6 and anti-
inflammatory drugs from omega-3 (PERINI et al., 2010; AKERELE; CHEEMA, 2016). There are studies
that have shown that omega-3 is associated with a lower risk of cardiovascular diseases, but the mechanisms
adjacent to this are still unclear (KRIS-ETHERTON; HARRIS; APPEL, 2002; HARRIS; CONNOR;
LINSEY, 1984).

Therefore, the aim of this study was to investigate whether the enrichment of omega-3 in
maternal HF during gestation and lactation is able to attenuate the effects of HF consumption over

cardiorespiratory profile in the offspring rats.

2 Materials and methods

The experimental protocol was approved by the Ethical Committee (protocol 23076.049500/2016-
37) of the Federal University of Pernambuco, Brazil. The Guidelines for the Care and Use of Laboratory
Animals were followed and all efforts were made to minimize animal discomfort and the number of animals

used.

2.1 Animals and experimental groups

Virgins female albino rats (n = 20) from the Wistar line (Rattus norvegicus) were obtained from
the experimental animal room of the Academic Center of Vitdria (CAV), Federal University of
Pernambuco, Brazil. At 85 to 90 days of life and body weight comprised between 220 and 260 g, the rats
were placed for mating in the ratio of 1: 3 (male: female). The determination of pregnancy was performed
from the observation of the presence of spermatozoa in the vaginal smear, defining the first day of
pregnancy. From the first day of gestation until the 21% day of lactation, the progenitor rats were separated
and placed in individual cages and randomly allocated according to their diets: C (Control, 19% lipids;
n=3), HF (High AGS content, 33% lipids; n=3) and HF®3 (High content lipid in SFA, 33% lipids and
enriched with omega-3; n=3) with chow and water ad libitum. After weaning, the male offspring were feed
with standard chow for rats (Presence®, Neovia Group, Sao Paulo, Brazil) and water ad libitum and they
were separated in three groups according to their mothers’ diets: C (n=35), HF (n=27) and HF 03 (n=27)
groups

Temperature and humidity were maintained within the range of 22 to 24 ° C and 55 to 65%
respectively, with 12h light and dark cycle (lights on from 06:00 to 18:00h). Offspring from each female
were reduced to 8 male rats per litter. In cases where the litter was composed of less than 8 male rats, female

rats were used to standardize litter size until weaning.

2.2 Nutritional manipulation

The C group received a standard diet-in accordance with AIN-93 (2) with 19% of the energy
coming from the fat, 20% of the proteins and 61% of the carbohydrates, with ©6: ®3 ratio=12.66; the HF
group received a diet rich in lipids and saturated fatty acids, which 33% of the energy coming from the
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fats, 20% of the proteins and 47% of the carbohydrates, with o 6: ® 3 ratio=21.22; and the HF®3 group
received a high fat diet enriched with omega-3 - The @ 6: ® 3 ratio of this group was 9.45 (Table 1).

The standard diet contained around 14,64 kJ/g and the high fat diets around 18,82 kJ/g. High fat
diets had a higher content of saturated fatty acids and the diet enriched with omega-3 contained less omega
6. After weaning, at 21 days of age, the animals received commercial standard diet for rats (Presence®,

Neovia Group, Séo Paulo, Brazil) ad libitum.

2.3 Evaluation of respiratory parameters of the offspring

As ventilation measures were performed by whole body plethysmography, in a closed system
(MALAN, 1973) at the ages of 1%, 7, 14", 21% 30" 90", and 300" days of life. During each ventilation
measurement, the air flow was interrupted and the animal's chamber remained completely closed for short
periods of time (~ 2 min). As the oscillations caused by the animal's ventilation were captured by a device
connected to the chamber that contains the differential pressure transducer and signal amplifier (spirometer
ML141, PowerLab, ADInstruments). The signal was then sent to the data acquisition and analysis system
(LabChartTM Pro, PowerLab, ADInstruments). Three respiratory variables were measured: respiratory
frequency (RF), tidal volume (VT) and ventilation (VE) (MALAN, 1973).

2.4 Activation of peripheral chemoreceptors in the young offspring

To stimulate the peripheral respiratory chemoreceptors and, consequently, activate the
chemoreflex, the hypoxic mixture was inflated inside the chamber for 3 min, in a flow of 3 L / min, at ages
of 7, 14™, 21% and 30™ days of life, as previously described by De-Brito-Alves et al. (2014).

2.5 Respiratory variability of the offspring

In order to assess the respiratory variability, we performed the analysis of breath by breath (BB
N) and the subsequent interval (BB N +1) of 200 breaths as previously described (PENG et al., 2011). These
parameters were calculated using a period of 2 minutes of respiratory recordings in conscious rats when
they were quiet and presenting no body movements, as described by Souza et al. (2015). Short-term
variability (SD1) and long-term variability (SD2) were calculated as an index of breathing variability for

Control, HF and HF®3 groups.

2.6 Evaluation of cardiovascular baseline parameters of the adult offspring

At the ages of 90" and 300" days of life, the animals were anesthetized with ketamine (80
mg/kg) and xylazine (10 mg/kg), and the femoral artery was cannulated (PE-50 connected to PE-10; Clay
Adams, Parsippany, NJ, USA) as described previously (BARROS et al., 2015). Briefly, the catheters were
filled with heparinized saline solution (NaCl 0.9%, in heparin concentration - 0.5%), tunneled

subcutaneously and exteriorized through the back of the neck. After surgery, the animals received
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intramuscular injection anti-inflammatory (Ketoprofen - 0.1 mL, single dose, Merial, SP, Brazil) and were
allowed to recover for 24 hours.

The next day, the pulsatile arterial pressure (PAP), mean arterial pressure (MAP) and heart rate
(HR) of unanesthetized freely moving rats were recorded by connecting the arterial catheter to a pressure
transducer. The signals were amplified (ML866/P, Power Lab; ADInstruments), sampled at 2 kHz, and
digitalized by using appropriate software (LabChart7 Pro; ADInstruments). Recordings of PAP, MAP, and
HR were made for 30-50 minutes. Before recording baseline data, the rats were placed into a Plexiglas
chamber (5 L) that was flushed with humidified room air and maintained at a temperature of 25° C. The
cardiovascular parameters were analyzed in baseline moment. The signals were then captured by an
acquisition system (PowerLab; ADInstruments) and data were analyzed offline with the use of appropriate
software (LabChart 7 Pro; ADInstruments).

2.7 Heart rate variability of the adult offspring

The cardiovascular autonomic evaluation was performed using the analysis of heart rate variability
in the time and frequency domain by an appropriate software program (CardioSeries-v.2.4;
www.danielpenteado.com). The spectra were integrated in the LF (0.2-0.75 Hz) and the HF bands (0.75-3

Hz). To assess the sympathovagal index, the LF / HF ratio of the variability was calculated.

2.8 Statistical Analysis

The results were expressed as mean + epm. The normality analysis of the sample was performed
using the Kolmogorov-Smirnov test. For comparison among the groups, the one-way ANOVA test was
used. When applicable, Bonferroni's post hoc was used. The level of significance was considered when p
<0.05.

3. Results

3.1 Baseline respiratory parameters since 1 until 300 days of life

The baseline respiratory parameters of the offspring were analyzed on the 1%, 7, 14%, 21%, 30",
90", and 300" day of life for respiratory rate (RF), also obtaining the values of tidal volume (VT) and
pulmonary ventilation (VE).

On the 1% day of life, the HF group showed higher RF values compared to the other groups (p =
0.03) (Table 2). On the 7" day, the HF®3 group had a lower RF when compared to the HF group (p <0.001)
(Table 2). On the 14" day, the HF showed increased RF values compared to the other groups (p = 0.02)
(Table 2). However, no differences were found in RF among the groups on the 21% day (p = 0.42) (Table
2), 30" (p = 0.09) (Table 2), 90" (p = 0.07) (Table 2), and 300" (p = 0.38) (Table 2) day of life.

Regarding the VT analysis, no significant difference was found in the 1% (p = 0.11) (Table 2) and
7 (p = 0.18) (Table 2) day of life. On the 14" day, the HFw3 group showed a lower VT when compared
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to HF (p = 0.01) (Table 2). Besides, no differences were found in the 21 (p = 0.07) (Table 2), 30" (p =
0.07) (Table 2), 90™ (p = 0.61) (Table 2), and 300" (p = 0.34) day of life.

In the VE analysis, no differences were found among the groups in the 1% (p = 0.42) (Table 2) and
7" (p = 0.12) (Table 2) day of life. On the 14" day of life, lower VE values were observed in the HF®3
group when compared to the HF (p = 0.003) (Table 2). Similarly, at 21" the HF»3 also showed lower values
when compared to HF group (p = 0.04) (Table 2). No differences were found among groups at the other
ages evaluated, that is 30" (p = 0.12) (Table 2), 90" (p = 0.43) (Table 2), and 300" (p = 0.88) day oflife.

3.2 Respiratory response to activation of peripheral chemoreceptors since 7 until 30 days of life in

the offspring

The response to acute hypoxia-induced over RF, VT, and VE was assessed at 7, 14%, 21%, and
30" days of life, ages relative to postnatal maturation of respiratory neural control.
Regarding to ARF, no difference was observed at 7" (p = 0.08) (Table 3), 14" (p = 0.11) (Table
3), 21 (p = 0.33) (Table 3), and 30" (p = 0.97) (Table 3) day of life among the groups.
Similarly, in relation to the AVT values, no difference was found at 7" (p = 0.30) (Table 3), 14%
(p = 0.92) (Table 3), 21% (p = 0.50) (Table 3), and 30" (p = 0.27) (Table 3) days of life among the groups.
Nevertheless, at 14™ day of life both HF and HF w3 groups showed lower values of AVE (p =
0.02) (Table 3) when compared to the Control group. On the 21%t day of life only HF presented lower values
of AVE (p = 0.03) (Table 3) when compared to the others groups. No differences in AVE was observed at
7 (p = 0.12) (Table 3), and 30" (p = 0.86) (Table 3) day of life among the groups.

3.3 Respiratory variability since 1 until 300 days of life

The respiratory variability was assessed at resting condition at 1%, 7, 14", 21%, 30", 90", and 300"

day of life of the offspring.

No differences were found at 1% day of life in SD1 (p = 0.25) (Table 4) and SD2 (p = 0.19) (Table
4) components among the groups. However, at 7" day of life the HF group showed lower values of SD1 (p
=0.009) (Table 4) when compared to the Control group, and both HF and HFw3 presented decreased values
of SD2 (p = 0.009) (Table 4) when compared to the Control. At 14" day of life, no difference was observed
in values of SD1 (p = 0.40) (Table 4) among the groups, but HF group showed increased values of SD2 (p
= 0.03) (Table 4) when compared to the others groups. At 21 the HFw3 group presented increased values
of SD1 (p = 0.03) (Table 4) in comparison to the others groups, but no difference was found in SD2 (p =
0.30) (Table 4) among the groups. Furthermore, no differences were observed at 30" dayof life in SD1 (p =
0.72) (Table 4) and SD2 (p = 0.11) (Table 4), as well as at 90" day of life in SD1 (p
=0.63) (Table 4) and SD2 (p = 0.77) (Table 4), and at 300" day of life in SD1 (p = 0.56) (Table 4) and SD2
(p = 0.64) (Table 4) among the groups.
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3.4 Cardiovascular assessment at 90 and 300 days of life

The offspring from dams exposed to high fat diet during pregnancy and lactation exhibited at
90" day of life an increased MAP (p = 0.009) (Fig 1b) when compared to the others groups, without changes
in baseline systolic blood pressure (SBP) (p = 0.06) (Fig 1a) and HR (p = 0.10) (Fig 1c).

Nevertheless, at 300" day of life, both HF and HF®3 groups showed an increased SBP (p =
0.001) (Fig 1d), even as increased MAP (p = 0.004) (Fig 1e). No difference was found in HR (p = 0.85)
(Fig 1f) among the groups.

3.5 Evaluation of the heart rate variability at 90 and 300 days of life

The heart rate variability (HRV) was assessed in the frequency domain and time domain on the
baseline moment, at 90" and 300" days of life of the offspring.

Regarding to HRV in the frequency domain, no differences were found at 90" day of life in the
very low frequency (VLF — ms?) (p = 0.36) (Fig 2a) component, as well as low frequency (LF —ms?) (p =
0.87) (Fig 2b), and high frequency (HF —ms?) (p = 0.47) (Fig 2c) components among the groups. However,
both HF and HF®3 groups presented lower LF (nu) (p = 0.005) (Fig 2d), as well as decreased LF/HF ratio
(p = 0.005) (Fig 2f) when compared to the Control group. No difference was observed in HF (nu) (p =0.71)
(Fig 2e) among the groups.

Similarly, no differences were found at 300" day of life in the VLF (p = 0.50) (Fig 2g)
component, as well as LF (p = 0.76) (Fig 2h), and HF (p = 0.49) (Fig 2i) components among the groups.
However, both HF and HFw3 groups presented lower LF (nu) (p = 0.001) (Fig 2j), as well as decreased
LF/HF ratio (p = 0.006) (Fig 2I) when compared to the Control group. No difference was observed in HF
(nu) (p = 0.26) (Fig 2k) among the groups.

Regarding to HRV in the time domain, no differences were found at 90" day of life in SDRR (p
=0.60) (Fig 3a), SDARR (p = 0.60) (Fig 3b), RMSSD (p = 0.23) (Fig 3c), and pRR50 (p = 0.94) (Fig 3d).

Also, no differences were found at 300" day of life in SDRR (p = 0.78) (Fig 3¢e), SDARR (p =
0.45) (Fig 3f), RMSSD (p = 0.20) (Fig 3g), and pRR50 (p = 0.86) (Fig 3h).

4 Discussion

This study demonstrated at early life that offspring from dams fed on a HF diet during gestation
and lactation displayed altered respiratory parameters, showed decreased cardiovascular variability and they
develop increased MAP at early in adulthood. Meanwhile, offspring from dams fed on a HF®3 diet did not
show changes in respiratory parameters in early life and did not develop early hypertension in adulthood,
but they also showed decreased cardiac variability and, as a result, they developed later hypertension at 300
days of life. Our results suggest that perinatal HF in the dams can affect respiratory andcardiac function in
the offspring, and dietary enrichment with omega-3 is able to attenuate some of the damage caused by

maternal consumption of the HF diet.



99

In the evaluation of the respiratory parameters, at the earliest ages of life (15t and 14™ days), the
HF group presents an increase in respiratory rate, associated to decreased SD1 component (at 7™ day) and
increased SD2 component (at 14" day) values when compared to control. However, at other ages (21%, 30,
90" and 300™ days), there was a normalization of the values of FR, SD1 and SD2 of the HF group, with no
difference among the groups. It is worth mentioning that at the ages of 1 to 30 days of life the respiratory
system is still in the maturation process, showing a different rhythm compared to the adult or demonstrating
that the maturation of this system occurs in the postnatal period (PATON; RAMIREZ; RICHTER, 1994).
It suggests that the lactation period has an important role in its development.

The respiratory changes found in the HF group at the beginning of life can be better understood
based on the relationship between increased activity of the carotid body and increased respiratory rate.
Carotid bodies (CBs) are peripheral chemoreceptors that perceive hypoxia, hypercapnia and acidosis,
responding with an increase in frequency of action potential in its sensitive nerve or the carotid nerve (CSN).
CSN activity is integrated into the brainstem to induce respiratory responses, applied mainly to the
normalization of blood gases via hyperventilation (GONZALEZ et al., 1994), regulating blood pressure
and cardiac performance through the activation of the sympathetic nervous system (MARSHALL, 1994).
It was related to animal models of metabolic syndrome presented to CB activity patterns associated with
hyperinsulinemia, and it has been shown that insulin stimulates peripheral chemoreceptor receptors in CBs,
which are crucial to trigger a sympathoadrenal induced hyperactivity by CB, thus contributing to resistance
to insulin and hypertension seen in metabolic disorders (RIBEIRO et al., 2013).

Studies have shown that a greater in the activity of the carotid body are associated with an
increased in respiratory rate, generating a picture of respiratory alkalosis. As a result, there is an inhibition
of peripheral chemoreceptors, also causing a decrease in respiratory rate. The increased variation in this
system can be seen from changes in respiratory variability (NADURI et al., 2011). It is already recognized
that maternal protein malnutrition is associated with increased respiratory rate between 30 and 90 days of
life, as a mechanism underlying the development of arterial hypertension (DE BRITO ALVES, 2014).
However, little is known about the effects of maternal high-fat diet on this maturation process as well as
the role of omega-3.

At later ages of life, there were no changes in the respiratory parameters of the evaluated
animals. Similar to our study, Guimardes et al. (2017) also did not show differences in baseline values of
respiratory rate, tidal volume and pulmonary ventilation at 90 days of animals submitted to a high-fat diet
during pregnancy and lactation. However, when these animals were exposed to the condition of hypercapnia (7%
CO2) there was an increase in respiratory frequency and pulmonary ventilation in response to the adverse
event, demonstrating greater sensitization of chemoreceptors (GUIMARAES et al., 2017). Meantime, the
fetus can produce predictive adaptive responses from the signals received by the intrauterineenvironment, as
a means of protection against environmental insults, enabling its postnatal adaptation (KHAN et al., 2005),
which could explain the absence of changes in respiratory rate in adulthood.

Studies have suggested that leptin is an important stimulator of respiratory function which raises
the possibility that obese patients with leptin resistance may exhibit hypoventilation as a consequence, at
least in part, of reduced leptin effect in the brain (MALLI et al., 2010; MORRIS; RUI, 2009). However, the

mechanisms activated by leptin to stimulate ventilation are not clear. In our study HF group showed
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decreased values in AVT and AVE at 14" day, as well as decreased AVE at 21% day in compared to Control.
HF®3 also showed decreased in AVE at 14" day in compared to Control. Ribeiro et al. (2018) suggested
that the facilitatory effects of leptin on carotid body activity is blunted in HFD fed rats, which might explain the
decreased response induced by hypoxia in HFD offspring.

Heart rate variability indices have been used to understand several conditions, such as: coronary
artery disease (CARNEY et al., 2007; TAKAHASHI et al.,, 2005, CARNETHON et al., 2002),
cardiomyopathy (LIMONGELLI et al., 2007), arterial hypertension (KARAS et al., 2008;
TERATHONGKUM; PICKLER, 2004), myocardial infarction (LAROSA et al., 2008), sudden death
(KUDAIBERDIEVA et al., 2007), chronic obstructive pulmonary disease (PANTONI et al., 2007), kidney
failure (FURULAND et al., 2008), stroke (LAKUSIC et al., 2005), among others disorders. In this study,
at 90" and 300" days of life, both HF and HF»3 groups showed decreased values of LF component, as well
as LF/HF ratio when compared to the Control group, suggesting that a diet rich in saturated fatty acids
impaired HRV, even when the diet is enriched with omega 3 fatty acids. The reduction in HRV is often an
indicator of abnormal and insufficient adaptation of the autonomic nervous system (ANS), implying the
presence of physiological malfunction in the individual (VANDERLEI et al., 2009). Moreover, lower HRV
has been identified as a strong risk indicator related to adverse events in normal individuals and in patients
with a large number of diseases, reflecting the vital role that ANS plays in maintaining health (PUMPRLA
et al., 2002). In diseases such as arterial hypertension (KARAS et al., 2008; TERATHONGKUM,;
PICKLER, 2004), acute myocardial infarction, coronary insufficiency (NOVAIS et al., 2004) and
atherosclerosis (CARNETHON et al., 2002), HRV indices are reduced. Menezes Jr et al. (2004) found a
decrease in HRV in hypertensive individuals, when compared to normotensive individuals, when analyzing
the SDNN, RMSSD, pNN50, HF, LF, LF / HF indices, probably due to sympathetic hyperactivity.

Moreover, studies have demonstrated a relationship between inflammatory processes and
dysfunctions in the autonomic nervous system. It is well established that consumption of a HD diet can
cause inflammation (DUAN et al., 2018). The inflammatory condition in some regions of the brain that is
controlled by the sympathetic nerve activity, such as the nucleus of the solitary tract (NTS), can contribute
to the establishment of pathologies, such as hypertension (PATON; WAKI, 2009; ADLAN et al., 2014).
Thus, changes in the immune system are one of the contributing factors for the development of increased
blood pressure (TIMPER; BRUNING, 2017). Paton and Waki (2009) suggested that in inflammation may
occur increase in leukocyte adherence in the brain stem microvasculature or specifically in the NTS, that
can lead to an activation of reactive species of pro-inflammatory and oxygen-induced cytokines, which alter
neuronal activity. Inflammation and accumulation of leukocytes in this brainstem microvasculature can
increase vascular resistance. An accumulation of leukocytes in capillaries can obstruct blood flow, decrease
blood perfusion and result in localized hypoxia, consequently causing an increase in sympatheticactivity
and blood pressure (PATON; WAKI, 2009). These studies may justify our results of increased blood
pressure in HF at 90" day and both HF and HFw3 at 300" day of life. Similar to our study, Vidal et al.
(2017) also found increased blood pressure in the offspring from dams that received HF diet during gestation
and lactation.

However, in our study, at 90" day of life, the HF3 group presented arterial blood pressure
similar to Control, suggesting that omega-3 seems to have a cardioprotective action, preventing the onset
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of early hypertension. This may be due the adequate consumption of the omega-6: omega-3 ratio reduces
the formation of arachidonic acid from linoleic acid, depending on the availability of eicosapentaenoic acid
(EPA) and docosahexaenoic acid (DHA) and, consequently, a formation of anti-inflammatory mediators
via COX and LOX. Absorption and incorporation of linolenic acid in membrane phospholipids also with
inhibitory action and use of the COX and LOX pathway without arachidonic acid, with pro-inflammatory
metabolism reaction: prostaglandin E2, thromboxane A2 and leukotriene B4 (KHATIB et al., 2016). A-
linolenic acid also acts to reduce circulating inflammatory mediators in plasma: IL-6, TNF-o. and PCR
(OLLIVER et al., 2016).

Nevertheless, the risk of developing cardiovascular disease increases with the high visceral
adipose distribution, which tends to occur with aging. The adipose tissue becomes dysfunctional, with the
path from pre-adipocyte differentiation to mature adipocytes becoming impaired, this results in
dysfunctional adipocytes less able to store fat and subsequent redistribution of fat to ectopic sites. Low-
grade systemic inflammation is commonly seen in aging and can lead to adipose tissue dysfunction, as pro-
inflammatory cytokines are able to inhibit adipocyte differentiation. In addition to the increase in ectopic
adiposity, the effect of impaired adipose tissue function is an elevation of systemic free fatty acids (FFA),
a common feature of many metabolic disorders. Saturated fatty acids can be considered the most harmful
of FFA, being able to induce insulin resistance and inflammation through lipid mediators such as ceramide,
which can increase the risk of developing atherosclerosis. High FFA, in particular saturated fatty acids, may
be a determining factor for increased insulin resistance, risk of cardiovascular disease and inflammation in
elderly adults (SLAWIK; VIDAL-PUIG, 2006; HE et al., 1999). These studies may justifythe increased
arterial blood pressure presented for the HFw3 group at 300" day of life.

In conclusion, the present study demonstrated that maternal HF diet consumption may affects
the central mechanisms involved in respiratory and cardiovascular regulation, leading to increased
respiratory rate during the maturation period of the respiratory neural network, decreased heart rate
variability and early onset of hypertension in the offspring. In addition, consumption of a high-fat diet
enriched with omega 3 was able to mitigate the deleterious effects on ventilatory parameters during the
maturation period of the neural network and prevented the early appearance of hypertension in the offspring.
However, further studies are necessary to determine the origin of arterial hypertension in this experimental
model, to evaluate the participation of baroreflex and chemoreflex controls, as well as to evaluate the

network of excitatory and inhibitory neurotransmission into NTS.
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KEYWORDS Abstract Background and aims: High-fat diet (HFD) intake during gestation and lactation has been associated
Phenotypic plasticity; with an increased risk of developing cardiometabolic disorders in adult offspring. We investigated whether
High-fat diet; Alpha- metabolic alterations resulting from the maternal consump-tion of HFD are prevented by the addition of omega-
linolenic; Transmissible 3 (@3)in the diet.

Methods and results: Wistar rat dams were fed a control (C: 19% of lipids and ®6:®03 Z 12), HF

(HF: 33% lipids and @6:@3 Z 21), or HF enriched with @3 (HFu3: 33% lipids and ®6:@3 Z 9) diet during
gestation and lactation, and their offspring food consumption, murinometric measure-ments, serum levels of
metabolic markers, insulin and pyruvate sensitivity tests were evaluated. The maternal HFD increased body
weight at birth, dyslipidemia, and elevated fasting glucose levels in the HF group. The enrichment of @3 in the
maternal HFD led to lower birth weight and improved lipid, glycemic, and transaminase biochemical profile of
the HFu3 group until the beginning of adulthood. However, at later adulthood of the offspring, there was no
improve-ment in these biochemical parameters.

chronic diseases

Conclusion: Our findings show the maternal consumption of high-fat @3-rich diet is able to atten-uate or prevent
metabolic disruption elicited by HFD in offspring until 90 days old, but not in the long term, as observed at 300
days old of the offspring.

22021 Published by Elsevier B.V. on behalf of The Italian Diabetes Society, the Italian Society for the Study of
Atherosclerosis, the Italian Society of Human Nutrition and the Department of Clin-ical Medicine and Surgery,
Federico Il University.

Introduction

The advent of nutritional transition, markedly character-ized by
increased consumption of high-fat and high-sugar diet associated
with sedentary lifestyle, has been linked to increased prevalenceof
. ; " non-communicable diseases such as type 2 diabetes mellitus,
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Organization, more than 1.9 billion adults had overweight and
approximately 650 million were obese in the year 2016. In
addition, approximately 41 million children under 5 years of age
and 340 million children and adolescents (5e19 years old) had
overweight or obesity, respectively [4]. It is found that a major
number of obese subjects are resistant to insulin [5] and thatobesity
is associated with low-grade systemic inflammation [6], with the
immune system related in the development of insulin resistance [7].

The excessive consumption of high-fat diet (HFD) rich in
saturated fatty acid during pregnancy and/or lactation has been
described as an important risk factor for the development of
metabolic disorders, such as insulin resistance, dyslipidemias, and
cardiorespiratory dysfunc-tion in offspring later in life [8]. These
findings suggest that nutritional strategies during pregnancy and
breastfeeding periods could be considered as an important
intervention window to prevent and reduce the risk of maternal
lipid disturbances, thus protecting the offspring against the
metabolic disorders later in life.

The consumption of diets enriched with @3 during preg-nancy
and lactation was associated with reduced adiposity, decreased
adipocyte size, and decreased serum leptin levels in rat offspring
[9]. @3 fatty acids have been shown anti-inflammatory properties,
for example, via the suppression of the pro-infllmmatory
transcription factor nuclear factor kappa B and activation of the
anti-inflammatory transcrip-tion factor peroxisome proliferator-
activated receptor g [10], having a positive effect in chronic non-
communicable dis-eases. Moreover, they significantly decreasethe
appearance of metabolic and cardiovascular disease risk factors
[11].

This survey focuses on the effects of pre- and early-postnatal
exposure to altered dietary fat content and fatty acid ratio on rat
offspring that have been weaned onto a standard laboratory diet.
Therefore, rat offspring are no longer directly exposed to the
maternal dietary interven-tion postweaning. Thus, wehypothesized
that ®3 exposure to the rat offspring in a maternal HFD may
improve growth and metabolic parameters, preventing the
appearance of metabolic and cardiovascular diseases. The aimof
this study was to investigate the effects of enrichment of ®3 in
maternal HFD during gestation and lactation over mur-inometric
measurements, food consumption, and biochemical profile in the
rat offspring.

Methods
Animals and experimental groups

Virgin female albino rats (n Z 30) from the Wistar strain (Rattus
norvegicus) were obtained from the experimental animal room of
the Academic Center of Vitoria (CAV), Federal University of
Pernambuco, Brazil. At 85e90 days old (-d-old) and body weight
comprised between 220 and 260 g, the rats were placed for mating
in the ratio of 1:3 (male:female). The determination of pregnancy
was per-formed from the observation of the presenceof sperma-
tozoa in the vaginal smear, defining the 1st day of

pregnancy. From the 1st day of gestation until the 21st day of
lactation, the progenitor rats were separated and placed in
individual cages and randomly allocated according to their diets:C
(control; n Z 10), HF (high in saturated fatty acids content; n Z 10),
and HFu3 (high in saturated fatty acids content enriched with®@3; n
Z 10) with chow and water ad libitum. After weaning, the male
offspring were feed with standard chow for rats (Presence , Neovia
Group, Sao Paulo, Brazil) and water ad libitum and they were
separated into three groups according to their dams’ diets: C (n Z
35), HF (n Z 27), and HFu3 (n Z 27) groups. Temperature and
humidity were maintained within the range of 22e24 C and
55e65%, respectively, with 12 h light and dark cycle (lights on
from 06:00 to 18:00 h). Offspring from each dam were reduced to
8 male rats per litter. In cases where the litter was composed of less
than 8 male rats, female rats were used to standardize litter size
until weaning.

All procedures contributing to this work comply with the ethical
standards of the relevant national guides on the care and use of
laboratory animals of Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA, MCTI - Brazil) and has been
approved by the institutional com-mittee of the Federal University
of Pernambuco, Brazil (protocol 23076.049500/2016-37).

Nutritional manipulation

The C group received a standard diet in accordance with AIN- 93G
[12] with 19% of the energy coming from the fat, 20% of the
proteins, and 61% of the carbohydrates, with u6: u3 ratio Z 12.66;
the HF received a HFD, which 33% energy from fat, 20% energy
from protein and 47% energy from carbohydrate, with 6:u3 ratio
Z 21.22; and the HFu3 received a HFD enriched with @3, which
33% of the energy coming from the fats, 20% of the proteins, and
47% of the carbohydrates, with u6:u3 ratio Z 9.45. The standard
diet contained around 14.6 kJ/g and the HFDs around 18.8 kJ/g.
The HFDs had a higher content of saturated fatty acids and the HFD
enriched with ®3 contained less @6 (Table 1). After weaning,at 21-
d-old, the animals received acom-mercial standard diet for rats
(Presence , Neovia Group, Sdo Paulo, Brazil) ad libitum.

Food consumption of dams and offspring

The water and food intake were evaluated on alternated days at the
beginning of the light cycle (at 8 o’clock in the morning), by the
difference between the quantity offered and the remnant of thecage.
Food consumption was per-formed throughout the gestation and
lactation period [13], and the pups were followed since 22 until
300-d-old. From the evaluation of dietary intake and weight gain
by means of body mass measurement, the food efficiency
coefficient (FEC) was calculated according to the equation: FECZ
weight gain in the period evaluated/food con-sumption in the same
period. The number of calories consumed as well as macronutrients
was obtained from the centesimal composition of the diets used.
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Table 1 Composition regarding the ingredientsand  centesimal
composition of nutrients from formulated experimental diets.
Ingredient or AIN-93 G  High fat diet Omega-3
nutrient/quantity high-fat
per 100 g of diet diet with
flaxseed
oil 3.5%
Corn starch 39.70 15 15
Dextrinized corn starch 13.20 e e
Wheat flour e 12 12
Corn flour biscuit e 7 7
Soy flour e 6 6
Lard e 2 2
Butter e 8 8
Casein (>85%) 20 20 20
Guar gum e 0.50 0.50
Sucrose 10 18 18
Linseed oil e e 3.50
Soybean oil 7 7 3.50
Fiber (cellulose) 5 0.30 0.30
Vitamin mix 1 0.70 0.70
Mineral mix 3.50 2.50 2.50
pL-methionine 0.30 0.25 0.25
Choline bitartrate 0.25 0.25 0.25
BTH 0.0014 0.014 0.014
Monosodium glutamate e 0.20 0.20
Sodium chloride e 0.30 0.30
Total (g) 100 100 100
kJ 15 19 18
Kcal 3.69 4.52 4.51
Lipids 6.10 17 16.20
Proteins 18.60 22.30 21
Carbohydrates 68.60 53.20 55.90
% Total fat 18.60 33.60 32.30
% Proteins 20.20 19.60 18.20
% Carbohydrates 61 46.80 49.40
% Omega-3 0.27 0.27 0.40
% Omega-6 3.42 5.73 3.78
Omega 6:3 ratio 12.60 21.20 9.40

The AIN-93G diet was adapted as recommended by Reeves et al.,
1993; The hyperlipid diet was adapted from the study of Ferro

Cavalcante et al., 2013; the nutritional composition of calories and
caloric percentage of fats, proteins, and carbohydrates was deter- mined from
the centesimal analysis of the diets carried out in the Laboratory of
Bromatology of the Academic Center of Vitéria of the

Federal University of Pernambuco.

Murinometric measurements of the offspring

They were measured the body weight, naso-anal length, and
abdominal circumference in the 1st, 7th, 14th, 21st, 30th, 90th, and
300th-d-old. After obtaining measure-ments, Lee index was
calculated on the 90th and 300th-d-old from the relation between
the cubic root of the body weight and the naso-anal length of the
animal [14].

Biochemical analysis of dams and offspring

Dams at 19 days of pregnancy and offspring at 22 (sub-sequent to
weaning), 30, 90, and 300-d-old were fasted overnight and then
anesthetized with ketamine (80 mg/kg i.p) and xylazine (10 mg/kg
i.p.) for collection of blood samples through the rupture of the retro-
orbital plexus. After coagulation, the blood was centrifuged at 1372
g for

10 min to obtain the serum, which was transferred to an Eppendorf
tube and stored at 20 until the accomplish-ment of the biochemical
analyzes by means of the equip-ment Automatic Chemistry
Analyzer (Pioway Medical Lab Equipment Co., Ltd.). The
parameters analyzed were total proteins (TP), albumin (ALB),
glycemia (GLY), triglycerides (TRI), total cholesterol (TC), alanine
aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), and
high-density lipoprotein cholesterol (HDL-c). Levels of low-
density li-poprotein cholesterol (LDL-c) and very-low- density
lipo-protein cholesterol (VLDL-c) were obtained by Friedwald
calculations [15].

Glucose tolerance test (GTT), pyruvate tolerance test (PTT),
and insulin sensitivity test (IST) of the offspring

At 90 and 300-d-old, the rat offspring were submitted to GTT, PTT,
and IST [16,17]. The GTT was performed in rats after a 6-h fast.
For GTT, glucose load 20% glucose (2 mg/g by weight) was
administered by oral gavage. Blood sam-ples were taken from the
tail vein before glucose admin-istration (in duplicates) and,
subsequently at T15, T30, T60, and T120 min. The PTT was
performed after overnight, the animals were separated into
individual cages. Glucose measurement at time TO was performed
in duplicate, and then the sodium pyruvate to 50% (2 g/kg of
weight) was injected intraperitoneally, after this the blood glucose
was measured (in duplicate) at T15, T30, T45, T60, and T120 min
after administration sodium pyruvate (Sigma-eAldrich Brasil Ltda,
P2256). And the IST was performed after a 6-h fast, the animals
were separated into individual cages. Glucose measurement at time
TO was performed in duplicate, and then the insulin (1 mU/g of
weight, i.v.) after this the blood glucose was measured (in
duplicate) at T15, T30, T45, T60, and T120 min after administration
of regular human insulin (HUMULIN R, 100U1/ml).

Statistical analysis

The results were expressed as mean se (mean standard error). The
analysis of sample normality was performed using the
KolmogoroveSminorv test. The comparison among the groupswas
performed using the one-way ANOVA and two-way ANOVA tests
(for GTT, PTT, and IST), followed by the Bonferroni post-test. The
trapezoidal rule was used to determine the area under the curve
(AUC). The data were analyzed in the Graph Pad Prism program
(GraphPad Software Corporation, version 5.0, 2007). The level of
significance considered was p < 0.05.

Results

Food consumption evaluations of dams (gestation and lactation)
and offspring (22e300-d-old)

The food intake during pregnancy was similar among the groups
(Table 2), but the consumption of ®3 was higher in the HFu3 (p Z
0.0007).
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Table 2 Food intake in grams, calories, and macronutrients and
coefficient of dietary efficiency of dams fed a control, high-fat diet

(HF), or high-fat diet enriched with omega-3-rich (HFu3) during  gestation
and lactation.

Variables Group

C HF HFu3
Gestation (1 day)
Consumption (g) 14 1 13 1 101 0.8
Calories (Kcal) 52 5 59 4 46 4
Carbohydrates () 84 08 6.9 05 56 0.4*
Protein (g) 25 0.2 29 0.2 21 01
Lipids (g) 09 01 22 0.1* 1.6 0.1*
Omega-3 (g) 0.037 0.001 0.035 0.001 0.040 0.001*
1st week of lactation (7 days)
Consumption (g) 162 1 166 18 181 21
Calories (Kcal) 599 48 753 84 819 95
Carbohydrates (g) 96 7 88 10 101 11
Protein (g) 28 2 37 4 38 4
Lipids (g) 11 1 28 3* 29 3*
Omega-3 (g) 0.43 0.01 044 0.02 0.72  0.04*
2nd week of lactation (14 days)
Consumption (g) 215 31 265 17 213 14
Calories (Kcal) 798 115 1201 78 961 66
Carbohydrates (g) 127 18 141 9 119 8
Protein (g) 38 5 59 4* 44 3
Lipids (g) 14 2 45 3* 34 2*
Omega-3 (g) 0.58 003 071 0.02 0.85 0.03*
3rd week of lactation (21 days)
Consumption (g) 281 72 291 31 265 64
Calories (Kcal) 1089 217 1319 140 1198 288
Carbohydrates (g) 166 42 155 16 148 35
Protein (g) 50 12 65 7 55 13
Lipids (g) 19 5 49 5* 43 10*
Omega-3 (g) 0.75 0.06 0.78 0.03 1.00 0.14*

The rats were fed during gestation and lactation to control diet (19%

lipids) or high content of saturated fatty acids diet, HF (33% lipids)

or high content of saturated fatty acids enriched with omega-3,

HFu3 (3.5% flaxseed oil), according to the experimental group.

Values were expressed as mean se. There was no statistical dif-

ference after the application of one-way ANOVA and Bonferroni
post-test (N Z 3) or KruskaleWallis test and Dunn’s post-test when

values of the variables did not
*p < 0.05 vs. control; #p < 0.05 vs. HF.

In assessing consumption during lactation (Table 2), we
observed that in the first week there was no significant difference
among groups regarding consumption in grams, carbohydrates, and
proteins. The rats that received HF and HFu3 had higher
consumption of lipids (p Z 0.005), and HFu3 consumed more @3
(p Z 0.0002). In the second week of lactation, dams submitted to
the HF diet had higher protein intake than the control group (p Z
0.03). However, the food composition of the diets shows that the
amount of protein is higher in HFDs due to the addition of
ingredients that are sources of vegetable protein (Table 1). In this
week, there was also an increase in the consumption of lipids in the
HF and HFu3 compared to the C (p Z 0.0004). HFu3 also
consumed more @3 (p Z 0.0002). No difference was observed
over food intake in grams, calories, and carbohy-drates among the
groups. In the third week, the rats that received HF and HWu3 had
higher consumption of lipids (p Z 0.04), and HFu3 consumed more
®3 (p Z0.02). There

was no difference in consumption in grams, calories, and others
nutrients among groups.

Food consumption also was verified in the offspring at 22 to 30,
30 to 60, 60 to 90, and 90 to 300-d-old, obtaining the FEC in the
periods evaluated (Table 3). From 22 to 30 days, the HF had alower
intake of grams, calories, and macronutrients whencompared to the
C. There was no difference among the groups in the FEC value.
From 30 to 60 days, no difference in consumption was observed
among the groups, however, the HFu3 presented FEC values
higher than the C (p < 0.05), with no difference in HF. At age 60 to
90 and 90e300 days, no differences were found in the consumption
and FEC values among the groups.

Table 3 Food intake in grams, calories, and macronutrients
and  coefficient of dietary efficiency of offspring of rats subjected to the

control (C), high-fat diet (HF), and high-fat diet enriched with omega-3-
ricn (HEUS) arter lactaton.
Period/nutrient Group
C HF HFu3

22 to 30-d-old
Consumption (g) 110 1 100 2* 106 1
Calories (Kcal) 380 4 346  6* 367 3
Proteins (g) 280 03 255 04* 271 06
Carbohydrates (g) 60.3 0.7 55.0 0.9* 58.2 05
Food efficiency 0.440 0.009 0.46 0.01 0.47 0.01

Consumption

(FEC)
30 to 60-d-old
Consumption (g) 727 9 735 17 741 7
Calories (Kcal) 2503 33 2528 58 2550 24
Proteins (g) 184 2 186 4 191 1
Carbohydrates (g) 397 5 401 9 404 3
Food efficiency 0.250 0.009 0.270 0.006 0.290  0.009*

Consumption

(FEC)
60 to 90-d-old
Consumption gg) 618 30 597 14 615 8
Calories (Kcal 2128 105 2056 48 2115 27
Proteins (g) 157 7 151 3 156 2
Carbohydrates (g) 337 16 326 7 33% 4
Food efficiency 0.107 0.008 0.100 0.01 0.089 0.007

Consumption

(FEC)
90 to 300-d-old
Consumption (§) 10,218 5 8259 2* 10611 5%
Calories (Kcal) 35,149 2 28,410 1* 36,501 2
Proteins (g) 7400 03 6071 02 7800 03
Carbohydrates (g) ~ 1609.2 0.5 13003 0.3 16712 04
Food efficiency 012 0.01 011 o0.01 0.12 001

Consumption
(FEC)

The rats were submitted during gestation to a control diet (19% lipids) or
with a high content of saturated fatty acids, HF, with 33%
lipids or with a high content of saturated fatty acids enriched with omega-3

mental group. Values were expressed as mean se. There was no
difference after the application of one-way ANOVA and

Bonferroni post-test (N Z 12e17) or KruskaleWallis Testand  Dunn’s post-
test when values of the variables did not present

normal distribution. *p < 0.05 vs. control; #p < 0.05 vs. HF.

with 3.5% flaxseed oil, HFu3, according to the experi-

statistical
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Evaluation of murinometric measurements of the
offspring

The HF had higher body weight at 1-d-old when compared to the C
and HFu3 (Table 4). At the 7-d-old (p < 0.0001) and 14-d-old (p <
0.0001), the HF and HFu3 presented higher body weight. At 21-d-
old (p Z 0.002), the HFu3 showed higher body weight when
compared to the other groups. At 30, 90, and 300-d-old, no
difference was found among the groups.

Both HF and HFu3 presented increased abdominal
circumference at the 1-d-old (p Z 0.002) when compared to the C.
At 7-d-old (p Z 0.005) and 14-d-old

Table 4 Murinometric parameters of rat offspring whose dams ~ were fed a
control (C), high-fat diet (HF), or high-fat diet enriched
with omega-3-rich (HFu3) diets during gestation and lactation.
Days old/Variables Group
€ HF HFu3
1-d-old
Body Weight (g) 59 01 71 01 72 021%
Abdominal 43 0.1 45 0.1* 43 0.1*

circumference (cm)
Naso-anal-length (cm) 49 0.1 52 01* 54 017
7-d-old

Body Weight (g) 187 02 203 0.41* 193 0.5*

Abdominal 6.3 0.1 6.7 0.1* 65 0.1
circumference (cm)

Naso-anal-length (cm) 72 01 78 01* 72 017

14-d-old

Body Weight (g) 324 03 346 05* 36.6 0.6*

Abdominal 81 0.1 83 0.1* 83 0.1

circumference (cm)
Naso-anal-length (cm) 86 0.1 89 01 85 0.1
21-d-old

Body Weight (g) 549 06 546 08 57.7 0.7*

Abdominal 101 01 96 0.1 95 0.1
circumference (cm)

Naso-anal-length (cm) 103 0.1 116 041* 121 0.2*

30-d-old

Body Weight (g) 93 2 97 2 100 2

Abdominal 125 0.1 124 02* 118 027

circumference (cm)
Naso-anal-length (cm) 134 01 158 03* 141 01
90-d-old
Body Weight (g) 370 6 358 43 380 7
Abdominal 199 03 181 0.3 201 03
circumference (cm)
Naso-anal-length (cm) 226 05 223 04 226 04

Lee index (g/cm?) 0.300 0.300 0.300

0.007 0.005 0.005
300-d-old
Body Weight (g) 472 14 498 16 511 15
Abdominal 209 05 211 04 210 04
circumference (cm)
Naso-anal-length (cm) 245 1 26.2 0.3 256 1.0
Lee index (g/cm?) 030 0.01 030 0.01 030 0.02

The offspring rats were separated into three groups accordingto  their
dams’ diets during gestation and lactation: control diet, C

group, (19% lipids) or high-fat diet, HF group, with 33% lipids, or ~ with
high-fat diet omega-3-rich, HFu3 group, with 3.5% flaxseed oil.

Values were expressed as mean se. There was no statistical dif-
after the application of one-way ANOVA and Bonferroni

post-test (N Z 7€35). *p < 0.05 vs. C; #p < 0.05 vs. HF.

ference

(p Z 0.0009), only the HF showed increased circumfer-ence. At 21-
d-old, no difference was found among the groups. However, at30-
d-old (p Z 0.004), the HF showed increased abdominal
circumference when compared to the other groups. At 90 and 300-
d-old, no difference was found among the groups.

The HF showed increased naso-anal length in relation to the C
and HFu3 at 1-d-old (p Z 0.004) and 7-d-old (p < 0.0001). At 14-
d-old, no difference was found among the groups. At 21-d-old (p
< 0.0001), both HF and HFu3 were higher in relation to C.
However, the HF was larger at 30-d-old (p < 0.0001) when
compared to the other groups. At 90 and 300-d-old, the animals
showed similar body growth.

As for Lee’s index at 90 and 300-d-old, no difference was found
among the groups.

Biochemical assessment in dams at 19 days of pregnancy

Serum levels of TP, ALB, GLY, TRI, CT, VLDL-c, ALT, and AST
were similar among the groups at 19 days of gestation (Table5).
However, HF dams displayed increased serum levels of TC when
compared with C and HFu3 dams (Table 5).

Biochemical assessment in male offspring

At 22-d-old (Table 5), no differences were found in serum levels of
ALB, TP, HDL-c, LDL-c, and AST among the groups. Inrelation
to GLY, only the HF presented higher levels (p Z 0.02) when
compared to the C. The HF also had higher serum levels of TC (p
Z 0.003), ALT (p Z 0.001), and lower levels relative to the ratio
AST/ALT (p Z 0.004) when compared to the other groups. Already
the HFu3 presented lower levels of TRI (p Z 0.02) and VLDL-c (p
Z 0.01) when compared to the C.

At 30-d-old (Table 5), differences were found only in theserum
levels of LDL-c, with the HF showing higher levels (p Z 0.001)
when compared to the C.

At 90-d-old (Table 5), no differences were found in serum

levels of ALB, TP, HDL-c, LDL-c, and ALT among the groups.
In relation to GLY, the HF presented higher levels (p < 0.0001)

when compared to the other groups. The HF also presented higher
serum levels of TC (p Z 0.01), TRI (p Z 0.02), and VLDL-c (p Z

0.02) when compared to the C. Already the HFu3 presented lower

levels of AST (p Z 0.0007) and AST/ALT ratio (p Z 0.0002)
when compared to the C and HF.

At 300-d-old (Table 5), no differences were found in serum
levels of GLY, TP, HDL-c, LDL-c, and ALT among the groups.
In relation to ALB, the HF presented higher levels (p Z 0.01) when
compared to the C. Both HF and HFu3 presented higher serum
levels of TC (p Z 0.008), TRI (p Z 0.0002), and VLDL-c (pZ 0.002)
when compared to the C. Already both HF and HFu3 presented
lower levels of AST (p Z 0.0001) and AST/ALT ratio(p Z 0.0001)
when compared to the C.
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Table 5 Fasting biochemical profile at 19 days of pregnant rats fed
a control (C), high-fat diet (HF), or high-fat diet enriched with
omega-3-rich (HFu3) diets during gestation and lactation and their

offspring at 22, 30, 90, and 300-d-old.

Age/variables Group
® HF HFu3
19 days of gestation
Albumin (g/dL) 48 01 47 0.1 45 01
Total protein (g/dL) 65 0.2 6.2 0.1 59 01
Triglycerides (mg/dL) 145 21 121 17 119 17
Total cholesterol 73 1 90 3* 34 4
(mg/dL)
HDL-c (mg/dL) 9 1 9 2 6 3
LDL-c (mg/dL) 22 11 56 7* 23 7
VLDL-c (mg/dL) 34 6 24 3 23 3
Glucose (mg/dL) 120 4 129 6 109 10
ALT (U/L) 49 19 54 10 37 6
AST (U/L) 95 24 131 8 97 12
AST/ALT 20 03 34 05 26 07
22-d-old
Albumin (g/dL) 401 002 415 001 411 0.2
Total protein (g/dL) 538 0.02 574 0.03 560 0.03
Triglycerides (mg/dL) 138 6 124 6 116  4*
Total cholesterol 116 1 126  3* 117 2
(mg/dL)
HDL-c (mg/dL) 28 | & 28 3 31 4
LDL-c (mg/dL) 51 7 63 9 61 6
VLDL-c (mg/dL) 28 1 24 1 235 0.8*
Glucose (mg/dL) 108 3 119 3* 117 1
ALT (U/L) 17.2 07 22 1* 17.3 0.6"
AST (U/L) 152 4 137 3 142 4
AST/ALT 85 07 59 08 82 04°
30-d-old
Albumin (g/dL) 4.27 0.02 422 003 429 0.03
Total protein (g/dL) 532 0.03 536 0.03 542 0.05
Triglycerides (mg/dL) 162 11 151 10 183 15
Total cholesterol 120 2 123 2 125 3
(mg/dL)
HDL-c (mg/dL) 26 1 27 3 31 2
LDL-c (mg/dL) 64 2 78 4 60 2
VLDL (mg/dL) 28 2 22 2 24 3
Glucose (mg/dL) 90 5 88 3 100 4
ALT (U/L) 30 1 34 2 38 2
AST (U/L) 149 4 143 6 141.20 0.04
AST/ALT 49 03 42 06 3.7 04
90-d-old
Albumin (g/dL) 4.33 0.03 436 004 428 0.04
Total protein (g/dL) 538 0.04 57 0.1 5.60 0.09
Triglycerides (mg/dL) 97 1 110 1* 108 4
Total cholesterol 80 1 87 1* 82 1
(mg/dL)
HDL-c (mg/dL) 130 05 121 1 10.0 0.7
LDL-c (mg/dL) 47 1 52 3 46 3
VLDL (mg/dL) 19.1 03 22 1* 215 0.8
Glucose (mg/dL) 120 3 142 3* 126 3"
ALT (U/L) 4 1 4 1 45 1
AST (U/L) 143 4 134 6 115 3*
AST/ALT 38 0.1 3.7 01 2.85 0.08*
300-d-old
Albumin (g/dL) 458 0.06 4.81 0.04* 4.66 0.04
Total protein (g/dL) 6.22 0.04 638 0.04 632 0.04
Triglycerides (mg/dL) 59 3 83 4* 86 5*
Total cholesterol 78 3 87 2* 88 2*
(mg/dL)
HDL-c (mg/dL) 52 6 54 6 55 4
LDL-c (mg/dL) 25 5 21 4 25 4
VLDL (mg/dL) 12.2 0.7 164 08 16 1*

Glucose (mg/dL) 126 10 135 7 135 4

Table 5 (continued )

Age/variables Group

C HF HFu3
ALT (U/L) 55 3 53 7 62 4
AST (U/L) 175 7 139 9* 115 57+
AST/ALT 3.2 01 24 0.2* 1.9 0.1*

The pregnant rats and their offspring were separated into three  groups
according to the dams’ diets during gestation and lactation:
control diet, C group, (19% lipids) or high-fat diet, HF group, with 33%
lipids, or with high-fat diet omega-3-rich, HFu3 group, with 3.5% flaxseed
oil. Values were expressed as mean se. There was no
statistical difference after the application of one-way ANOVA and
Bonferroni post-test (N Z 19e35). *p < 0.05 vs. C; #p <0.05 vs. HF.

GTT, PTT, and IST of the offspring at 90 and 300-d-old

In the GTT at 90 (Fig. 1a) and 300 (Fig. 1c)-d-old, no dif-ference
was found in glycemia levels among the groups at TO, prior to
glucose administration and in the T15, T30, T60, and T120 min
after administration of glucose, even as no difference was found in
the AUC for glucose at 90 (Fig 1b) and 300 (Fig. 1d)-d-old among
the groups.

In the PTT at 90 (Fig. 2a) and 300 (Fig. 2¢)-d-old, no difference
was found in glycemia levels among the groups at TO, prior to
pyruvate administration and in the T15, T30, T45, T60, and T120
min after administration of pyruvate, even as no difference was
found in the AUC for glucose at 90 (Fig 2b) and 300 (Fig. 2d)-d-
old among the groups.

Regarding the IST at 90 (Fig. 3a) and 300 (Fig. 3c)-d-old, no
difference was found in glycemia among the groups at TO, before
administration of insulin and in the T15, T30, T45, T60, and T120
min after administration of insulin, even as no difference was found
in the AUC for glucose at 90 (Fig 3b) and 300 (Fig. 3d)-d- old
among the groups.

Discussion

In this study, the rat offspring metabolic parameters were evaluated
in early life and adulthood after perinatal exposure to maternal
control diet vs. high saturated fat diet vs. High-fat @3- rich diet. We
demonstrated that young offspring exposed to maternal high- fat
®3-rich diet showed some mitigation of adverse metabolicconse-
quences, however, there were no differences seen in later
adulthood.

Daily maternal consumption in grams during gestation did not
differ among the groups in our survey. Animals often show
reduction in feed intake when they receive a diet with higher caloric
density under ad libitum regime, as they tend to consume aconstant
amount of energy [18]. The composition of HFDs have lower
carbohydrate content and higher lipid content compared to AIN-
93G, which contributed to the reduction in carbohydrate
consumption in dams fed a HFD enriched with @3 and higher con-
sumption of lipids between two groups in relation to thecontrol
group, according to Ferro Cavalcante et al. (2013) [28] who also
showed higher consumption of lipids in the last week of pregnancy
to the detriment of less
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Figure 1 Glucose tolerance test and area under the curve for glucose at 90 and 300 days of offspring of males whose dams were submitted to control,
HF and HFWS3 diets during gestation and lactation. The rats were submitted during gestation and lactation to control diet (C, 19% lipids) or high SFA (HF, 33%
lipids) or high content lipid in SFA and enriched with omega-3 (HFW3, 33% lipids), according to the experimental group. Glucose was measured at time 0 before
glucose administration (after 6 h of fasting) at time 15, 30, 60 and 120 min after glucose administration (panels A and C). The area under the curve (AUC) for glucose
were calculated by using the trapezoidal rule (panels B and D). The black line or bar represents the control group, the dashed line or black bar the HF group and the
gray line or bar the HFW3 group. The values were expressed as mean SEM, after the two-way ANOVA test (panels A and C) or one-way ANOVA test (panels B and
D) followed by Bonferroni post-test. ()p < 0.05 vs. Control, #p < 0.05 vs. HF; n Z 10e18).

consumption of carbohydrates in pregnant rats fed a Westernized
diet. In the assessment of offspring dietary intake, there was no
significant difference among the groups, although lower food
intake was observed in HF offspring. It is reported that animals
receiving HFD during pregnancy show lower food intakecompared
to those receiving normolipidemic diet. Carvalho et al.

[19] found a 30% reduction in the consumption of HFD with higher
saturated fat content when compared to the standard diet.
Increasing the caloric density of the diet reduces food intake,
because in the ad libitum diet animals consume a constant amount
of energy [20].

In agreement with an early study, the HF exhibited increased
body when compared to the C [21]. Similarly, the HFu3 had
increased weight than the C in most of the ages evaluated. Taken
together, these findings suggest that increased maternal ®3
consumption during pregnancy was not effective to reduce body in
early life of the offspring of dams feed with HFD. This may be due
to the overwhelming effect of the high saturated fatty acids

present in the HFDs, which it was reported to be associ-ated with
increased body mass in the offspring [8]. Ac-cording to a
systematic review carried with animal studies, it is not clear
whether increased @3 supply during the perinatal period influences
body fat mass in the offspring yet [22]. At early life, theHF group
showed a larger circumference than the C. It has been proposed that
maternal HFD consumption leads to increased visceral fat in
offspring [23]. In all ages evaluated, the HFu3 showed similar
circumference of the control. It has also beenshown in animals that
maternal supplementation of DHA during pregnancy and lactation
reduces visceral and sub-cutaneous adipose tissue, which is
associated with the risk for the development of obesity [24].

Dams fed a HFD and their offspring exhibit hypercho-
lesterolemia and hypertriglyceridemia. Our data corrobo-rate with
other studies that used HFD during pregnancy and lactation and
found metabolic changes such as hypertriglyceridemia, increased
levels of TC, and LDL-c [25]. Moreover, elevated cholesterol and
triglycerides are
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Figure 2 Pyruvate tolerance test and area under the curve for glucose at 90 and 300 days of offspring of males whose dams were submitted to control,
HF and HFW3 diets during gestation and lactation. The rats were submitted during gestation and lactation to control diet (C, 19% lipids) or high SFA (HF, 33%
lipids) or high content lipid in SFA and enriched with omega-3 (HFW3, 33% lipids), according to the experimental group. Glucose was measured at time 0 before
glucose administration (after 12 h of fasting) at time 15, 30, 45, 60 and 120 min after pyruvate administration (panels A and C). The area under the curve (AUC) for
glucose were calculated by using the trapezoidal rule (panels B and D). The black line or bar represents the control group, the dashed line or black bar theHF group
and the gray line or bar the HFW3 group. The values were expressed as mean SEM, after the two-Way ANOVA test (panels A and C) or one-way ANOVA test (panels
B and D) followed by Bonferroni post-test. ()p < 0.05 vs. Control, #p < 0.05 vs. HF; n Z 10e18).

risk factors for endothelial dysfunction [26] and athero-sclerosis
[27]. Our study found that HFu3 offspring showed reduction in the
TRI levels. It has been demon-strated that ®3 can improve lipid
profile by lowering TRI levels, TC, and LDL-c fraction [22].
Several epidemiological, experimental, and clinical studies
indicate that ®3 is able to decrease the risk of cardiovascular
disease, in part, by improving vascular function and preventing
many steps of the atherosclerotic process. Three @3
polyunsaturated fatty acids (PUFA) have been found to show
vasoprotective action; eicosapentaenoic acid (EPA) and
docosahexaenoic acid (DHA), and alpha-linolenic acid (ALA). In
blood ves-sels, ®3 PUFA decrease arterial plaque buildup [28], in-
crease anti-inflammatory properties [29], improve endothelial-
dependent vasodilation [30], decreased blood pressure [31],
promote vasodilatation through relaxation of smooth muscle cells
[32], exert antioxidant, anti-inflammatory, and antithrombotic
actions [33,34], delay development of plaques and increase their
stability [35], and decrease wall stiffening [36].

Fatty acids @3 may contribute to reduce systemic chronic
inflammation, which is present in

hypercholesterolemia, diabetes, hypertension, and obesity, both by
reducing pro-inflammatory stimuli and by stimu-lating the
resolution of inflammation. These mechanisms require specific
enzymatic metabolism of fatty acids in bioactive lipid mediators.It
is known that the substrate exchange for the formation of
cyclooxygenase-dependent thromboxane (TX) from fatty acid @6
arachidonic acid

(AA) to fatty acid @3 EPA will alter the enzymatic product of the
prothrombotic TXA2 for the inactive TXA3 metabolite [37]. In
addition, leukotrienes (another group of lipid me-diators) exhibit
less pro-inflammatory activity when derived from lipoxygenase
metabolism using EPA instead of AA as a substrate. Since
leukotrienes transduce pro-atherosclerotic signaling [38] and
leukotriene receptor antagonism reduces cardiovascular risk [39],
®3 has the potential to decrease an important pro-inflammatory
pathway in the vascular wall [40].

The consumption of diet rich in saturated fats increases the
expression of genes that signal lipogenic pathways in the liver [41],
besides inducing and/or aggravating liver injury with subsequent
increase in plasma levels of transaminases [42,43], which may
explain the high levels
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Figure 3 Insulin sensitivity test and area under the curve for glucose at 90 and 300 days of offspring of males whose dams were submitted to control,
HF and HFW3 diets during gestation and lactation. The rats were submitted during gestation and lactation to control diet (C, 19% lipids) or high SFA (HF, 33%
lipids) or high content lipid in SFA and enriched with omega-3 (HFW3, 33% lipids), according to the experimental group. Glucose was measured at time 0 before
glucose administration (after 6 h of fasting) at time 15, 30, 45, 60 and 120 min after insulin administration (panels A and C). The area under the curve (AUC) for
glucose were calculated by using the trapezoidal rule (panels B and D). The black line or bar represents the control group, the dashed line or black bar the HF group
and the gray line or bar the HFW3 group. The values were expressed as mean SEM, after the two-Way ANOVA test (panels A and C) or one-way ANOVA test (panels
B and D) followed by Bonferroni post-test. ()p < 0.05 vs. Control, #p < 0.05 vs. HF; n Z 10e18).

of ALT in the HF at 22-d-old. In contrast, @3 ingestion re-duces
levels of transaminases, mainly ALT in individuals with non-
alcoholic fatty liver disease [44,45].

In this study, the HF presented higher fasting blood glucose
levels. In addition to its lipid-lowering role, ®3 intake is associated
with increased insulin sensitivity, reduced with age, as observed in
rat offspring [46]. Studies have found in the adult rat offspring of
dams who received a diet rich in ®3 increase in the number of
pancreatic is-lets, without altering the volume of the pancreas [47].
The progression of diabetes mellitus goes through interme-diary
stages, from altered fasting glycemia and glucose intolerance, and
these stages are due to insulin resistance associated with pancreatic
b-cell dysfunction. Although we found no difference in GTT, PTT,
and IST tests, our study verified a tendency to develop diabetes
mellitus in the HF. Since fasting hyperglycemia in these animals
may provide evidence of beta-celldysfunction [48], it is possible
that in

a more advanced age impaired of tolerance to glucose, pyruvate,
and insulin sensitivity can be found in these animals.

In conclusion, we demonstrated that improving the quality of
HFD does not overcome the adverse conse-quences of overnutrition
from maternal HFD; however, it has been observed that @3
exposure to the offspring in a maternal HFD may have some
benefits during a short period. This study elucidates that
maintaining a low @6/@3 ratio could serve as a primary prevention
strategy for cardiometabolic diseases, but it should not be the only
one when eating a diet rich in saturated fatty acids concomi-tantly,
since it was observed in this survey that ®3benefits are short-lived
and insufficient to counterprogram the adverse consequences of
overnutrition. More studies are needed toevaluate the mechanisms
related to metabolic changes elicited by the consumption of
maternal HFD, as well as the role of the @3 during the perinatal
period. A
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complete understanding of these mechanisms and the role of @3
may lead to the development of therapeutic strate-gies and
government policies to improve public health.
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ANEXO A - APROVACAO DA CEUA

Universidade Federal de Pernambuco

Centro de Biociéncias

Av. Prof. Nelson Chaves, s/n

50670-420 / Recife — PE — Brasil ~ Fones: (55 81)
2126 8840 | 2126 8351

fax: (55 81) 2126 8350

Oficio n° 108/17

www.cch.ufpe.br

Recife, 08 de novembro de 2017.

Da Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof. Jodo Henrique da Costa Silva

Centro Académico de Vitéria

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n° 23076.041292/2017-17

Certificamos que a proposta intitulada “Efeitos da suplementacdo de ©&mega-3 sobre 0s mecanismos
glutamatérgicos e neurais do controle cardiorrespiratorio de ratos submetido a dieta hiperlipidica durante
gestaciio e lactacio”, registrada com o n° 23076.041292/2017-17 sob a responsabilidade de Prof. Jodo Henrique
da Costa Silva que envolve a produgdo, manutencéo ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da
Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
CONSELHO NACIONAL DE CONTROLE DE EXPERIMENTACAO ANIMAL (CONCEA), e foi aprovada pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

(UFPE), em reunido de 08/11/2017.

Finalidade

() Ensino (X) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizacao

08/11/2017 a 10/02/2019

Espécie/ linhagem/raca

Ratos heterogénicos/Wistar

N° de animais 25

Peso/ldade 100g / 30 dias

Sexo 10 machos e 15 fémeas
Origem Biotério do CAV/UFPE.

4 %Prof. Dr. Pedro V. Carelli
S Presidente da CEUA / CCB- UFPE
UFPE SIAPE 1801584

Atenciosamente,

117


http://www.ccb.ufpe.br/

	906c759ddcd3f29b60cf9d73de396651d2e0e04c8cec9d3fe1a80a376fbee814.pdf
	Catalogação na fonte:
	906c759ddcd3f29b60cf9d73de396651d2e0e04c8cec9d3fe1a80a376fbee814.pdf

