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RESUMO

SOUSA, Ewerlane. 92 p. Estresse oxidativo e via da sinalizacdo da leptina no coracio da
prole: os efeitos do consumo materno de dieta hiperlipidica. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Fisioldgicas). Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Saude, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2025.

O consumo alimentar contemporaneo estd baseado em alimentos ultraprocessados, ricos em
agucar, gordura e sal, contribuindo para o aumento de doencas cronicas. Em nosso laboratorio
de investigacdo cardiometabdlica trabalhamos com o conceito DOHAD (Origem do
Desenvolvimento da Saude e Doenca), que estuda como a nutri¢ao materna pode influenciar o
desenvolvimento fetal aumentando o risco de doengas como obesidade, diabetes e doengas
cardiacas ao longo da vida dos descendentes. A obesidade ¢ frequentemente associada a
doengas cardiovasculares e a hiperleptinemia, a alteragdes na contratilidade, fungdo cardiaca e
hipertensao arterial. Com isso, este estudo teve como objetivo avaliar o efeito do consumo
materno de dieta hiperlipidica (DH) sobre a expressdo cardiaca de leptina, as proteinas
envolvidas em sua via de sinalizagdo celular e o estresse oxidativo no coragao dos animais
machos da prole ao desmame e na fase adulta. Para isso, ratas Wistar foram alimentadas com
dieta normolipidica (9% de lipideos, grupo C) ou dieta hiperlipidica (29% de lipideos, grupo
DH) durante 7 semanas antes do acasalamento, durante a gestacdo e lactacdo. Metade dos
animais machos da prole foram eutanasiados em atmosfera de CO2 no desmame (21 dias) e a
outra metade recebeu dieta normolipidica ad libitum até os 180 dias de vida, quando foram
eutanasiados com auxilio de guilhotina. Foram analisados peso corporal, peso de tecido
adiposo branco visceral (retroperitoneal e epididimal) e subcutdneo (inguinal), peso do
coragdo, concentragao sérica de leptina, a producdo cardiaca de peroxido de hidrogénio
(H202), assim como a expressdo proteica dos componentes da via de sinalizagdo da leptina
(ObR, JAK-2, STAT-3, STAT-3p e SOCS-3) foi avaliada através da técnica de western blot € a
expressio do RNAm para leptina foi avaliada por q-PCR (processo 017/2014 —
CEUA-IB-UFRRJ). O consumo materno de DH promoveu, aos 21 dias, aumento do peso
corporal, maior adiposidade, hiperleptinemia e aumento da massa cardiaca, sugerindo
hipertrofia do coragdo. Nao foi observada diferenga na expressdo cardiaca do ObR entre as
proles C e DH. Aos 180 dias, a prole DH apresentou aumento no peso corporal, maior
adiposidade e hiperleptinemia, no entanto a massa cardiaca ndo diferiu da prole C.
Observamos aumento na expressdo proteica de ObR, JAK-2, STAT3, STAT-3p e redugdo na
expressao proteica de SOCS-3. Nao foi observado aumento na expressao cardiaca do RNAm
de leptina. Além disso, verificamos aumento da producdo cardiaca de H:O: na prole DH
adulta, sugerindo aumento do estresse oxidativo. Esses resultados sugerem que o consumo
materno de DH promove obesidade, hiperleptinemia na fase neonatal e adulta dos ratos
machos da prole. A super exposi¢cao do tecido cardiaco a esse hormonio pode promover, a
longo prazo, doengas cardiovasculares. Além disso, o aumento na via da leptina e do estresse
oxidativo no coracao da prole adulta podem comprometer a fungao cardiaca. Desta forma, os
resultados demonstram que a dieta hiperlipidica das matrizes durante a gestagdo e lactagao
pode promover disfungdes metabdlicas e cardiovasculares nas fases neonatal e adulta da
prole.

PALAVRAS-CHAVE: programacao metabolica, obesidade, hiperleptinemia.



ABSTRACT

SOUSA, Ewerlane. 92 p. Oxidative stress and leptin signaling pathway in the heart of
offspring: the effects of maternal consumption of a high-fat diet. Dissertation (Master's in
Physiological Sciences). Institute of Biological and Health Sciences, Federal Rural University
of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2025.

Contemporary food consumption is based on ultra-processed foods, rich in sugar, fat and salt,
contributing to the increase in chronic diseases. In our cardiometabolic research laboratory,
we work with the DOHAD (Developmental Origins of Health and Disease) concept, which
studies how maternal nutrition can influence fetal development, increasing the risk of diseases
such as obesity, diabetes and heart disease throughout the life of offspring. Obesity is often
associated with cardiovascular disease and hyperleptinemia, with changes in contractility,
cardiac function and arterial hypertension. Therefore, this study aimed to evaluate the effect
of maternal consumption of a high-fat diet (HF) on cardiac leptin expression, proteins
involved in its cellular signaling pathway, and oxidative stress in the hearts of male offspring
at weaning and in adulthood. For this purpose, Wistar rats were fed a normal-fat diet (9%
lipids, group C) or a high-fat diet (29% lipids, HF group) for 7 weeks before mating, during
gestation, and lactation. Half of the male offspring were euthanized in a CO2 atmosphere at
weaning (21 days), and the other half received a normal-fat diet ad /ibitum until 180 days of
age, when they were euthanized with the aid of a guillotine. Body weight, visceral
(retroperitoneal and epididymal) and subcutaneous (inguinal) white adipose tissue weight,
heart weight, serum leptin concentration, cardiac hydrogen peroxide (H202) production, as
well as protein expression of leptin signaling pathway components (ObR, JAK-2, STAT-3,
STAT-3p and SOCS-3) were analyzed using Western blot and leptin mRNA expression was
evaluated by g-PCR (process 017/2014 - CEUA-IB-UFRRJ). Maternal consumption of HF
promoted, at 21 days, increased body weight, greater adiposity, hyperleptinemia and increased
cardiac mass, suggesting cardiac hypertrophy. No difference in cardiac expression of ObR
was observed between C and HF offspring. At 180 days, the HF offspring showed increased
body weight, greater adiposity and hyperleptinemia, however, cardiac mass did not differ
from that of the C offspring. We observed an increase in the protein expression of ObR,
JAK-2, STAT3, STAT-3p and a reduction in the protein expression of SOCS-3. No increase in
cardiac leptin mRNA expression was observed. In addition, we observed an increase in
cardiac H:O: production in adult HF offspring, suggesting an increase in oxidative stress.
These results suggest that maternal HF consumption promotes obesity and hyperleptinemia in
the neonatal and adult phases of male offspring rats. Overexposure of cardiac tissue to this
hormone may promote cardiovascular diseases in the long term. In addition, the increase in
the leptin pathway and oxidative stress in the heart of adult offspring may compromise
cardiac function. Thus, the results demonstrate that the high-fat diet of the mothers during
pregnancy and lactation can promote metabolic and cardiovascular dysfunctions in the
neonatal and adult phases of the offspring.

KEYWORDS: metabolic programming, obesity, hyperleptinemia.
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1 INTRODUCAO

O consumo alimentar da sociedade moderna tem se baseado cada vez mais na ingestao
de alimentos ultraprocessados e fast foods, ricos em agucares, gorduras saturadas e sal. A falta
de atividade fisica associada a uma dieta hipercalodrica resulta no desequilibrio entre consumo
alimentar e gasto energético, fatores-chave que contribuem para a modificagdo na composi¢ao
corporal da populagdo. A combinacdo deste padrio alimentar com o sedentarismo tem sido
associada ao aumento na prevaléncia de doengas cronicas, como obesidade, diabetes,

hipertensao e doengas cardiovasculares (DCV) em adultos e criangas.

Nesta conjuntura, o desequilibrio energético causado pela ma alimentacdo oriunda de
uma dieta rica em lipidios, tendo como consequéncia a elevagdo do indice de massa corporal
(IMC), o excesso de ganho de peso antes e durante a gestacdo sdo reconhecidos como fatores
cruciais que podem influenciar negativamente o desenvolvimento fetal, resultando em

alteracdes permanentes na estrutura e no metabolismo do individuo ao longo da vida.

Estudos de epidemiologia clinica indicam que insultos ambientais, hormonais ou
nutricionais que ocorram durante as fases iniciais do desenvolvimento intrauterino e neonatal,
conhecidos como periodos criticos do desenvolvimento, podem acarretar no aumento do risco
de doencas cronicas na vida adulta, sendo esta a definicdo de programagao metabodlica ou
plasticidade ontogenética (particularmente por ocorrer durante o nosso desenvolvimento).
Neste contexto, os habitos alimentares maternos, especialmente durante a gestagdo e lactacgdo,
desempenham um papel central no estabelecimento do fenétipo da prole, contribuindo para a
predisposicdo ao desenvolvimento de doengas metabdlicas e cardiovasculares. Portanto, a
investigagdo dos efeitos de uma dieta hiperlipidica ao longo da gestagdo e lactacdo na

programagao metabolica da prole em estagios posteriores da vida é de grande relevancia.

A elaboracdo de modelos experimentais, em especial, com roedores, para estudar a
programacao metabolica nos auxiliam na identificagdo dos processos fisiopatologicos que
ajudam na compreensdo dos efeitos de condi¢des adversas que acontecem, em particular,
durante a gestacdo e amamentagdo, traduzindo as conclusdes das pesquisas para a saude
humana. A forma mais similar de reproduzir, em laboratorio, a obesidade da sociedade

ocidental se d4 pelo fornecimento de dietas especificas, visando o acumulo de gordura da



espécie em estudo. As dietas mais comuns para essa finalidade sdo aquelas ricas em lipidios

e/ou carboidratos.

Estudos com modelos experimentais sobre programacdo metabdlica por dieta
hiperlipidica durante os periodos da gestacdo e lactagdo demonstram efeitos em longo prazo
na vida dos descendentes. Evidéncias de estudos em roedores, ovelhas e primatas
ndo-humanos sugerem que as fungdes cardiovasculares e metabolicas da prole sdo
comprometidas de forma persistente quando expostas a obesidade materna. Esta conjuntura
tem como consequéncia maior risco de desenvolver disturbios metabolicos, como a Sindrome
Metabolica (SM), caracterizada pelo comprometimento no metabolismo glicidico, hipertensao

arterial, dislipidemia, obesidade, hiperfagia e hiperleptinemia, por exemplo.

Estudos na literatura indicam uma relagdo entre a programacao metabolica por dieta
rica em lipidios ofertada as matrizes e o surgimento de hipertrofia cardiaca e redugdo no

débito cardiaco na prole de ambos o0s sexos.

Diante desse cendrio, a presente pesquisa propde investigar os efeitos de dieta
hiperlipidica em matrizes durante a gestacdo e lactacdo na programagao metabolica da prole
adulta de ratos. Este estudo foca, especialmente, nas repercussdes na fungdo cardiaca, com
énfase na relagdo entre a exposi¢do excessiva do coracdo a leptina e os danos decorrentes
dessa condicdo. Entender como este hormonio, que dentre outros papéis, esta relacionado a
processo inflamatorio, pode comprometer o equilibrio redox, a fun¢do dos cardiomidcitos e
desencadear danos cardiovasculares ¢ essencial para ampliar o conhecimento acerca dos
mecanismos envolvidos na programacdo metabolica por dieta hiperlipidica e o sistema

cardiovascular.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Obesidade: Impactos na Saude

As doengas cronicas ndo transmissiveis (DCNTs), como as DCVs e diabetes do tipo 2,
causam cerca de 74% dos falecimentos prematuros em todo o mundo, sendo a maior razao de
morte e incapacidade precoce (OMS, 2022). A obesidade é reconhecida como um dos
principais fatores de risco para essas enfermidades, pois contribui para alteragcdes metabolicas
e inflamatorias que favorecem seu desenvolvimento. O excesso de tecido adiposo,
especialmente o visceral, estd associado a resisténcia a insulina, dislipidemias, hipertensdo
arterial e inflamagdo sistémica cronica, condi¢des que, em conjunto, aumentam o risco de
complicagdes cardiovasculares e metabodlicas (Blither, 2019; OMS, 2022). Além disso, a
obesidade esta relacionada a reducdo significativa na expectativa de vida, com perdas
estimadas entre 5 e 20 anos, dependendo da gravidade da condigdo e da presenca de
comorbidades associadas (Bliiher, 2019; OMS, 2022).

A obesidade ¢ uma condi¢ao multifatorial caracterizada pelo acimulo excessivo de
tecido adiposo no organismo, decorrente de fatores como a hipertrofia e a hiperplasia dos
adipocitos. A falta de atividade fisica, a adogdo de uma dieta hipercaldrica, o desequilibrio
entre consumo alimentar e gasto energético resultando no balango energético positivo cronico,
e a influéncia de predisposicdo genética sdo fatores-chave que contribuem para o seu
desenvolvimento. O calculo do IMC, que ¢ uma medida internacional usada para avaliar a
extensdo da obesidade geral, resulta da divisdo entre o peso (kg) da pessoa e o quadrado de
sua altura (m?). Individuos adultos podem ser classificados como portadores de déficit de peso
(IMC < 18,5 kg/m?); de peso normal (IMC > 18,5 kg/m? e < 25 kg/m?); de excesso de peso
(IMC > 25 kg/m?); ou de obesidade (IMC > 30 kg/m?) (Barroso et al., 2017; Bliiher, 2019;
IBGE, 2020; Scheidl et al., 2023).

A obesidade ¢ um mecanismo fisiopatoldgico central no desenvolvimento da SM, que
¢ um conjunto de fatores de risco para DCVs, abrangendo dislipidemias, hipertensao arterial,
infarto do miocardio e resisténcia a insulina (Bliiher, 2019; Scheidl et al., 2023). Também esta
relacionada a distirbios musculoesqueléticos, como a osteoartrite. Além disso, pode
contribuir para condi¢des como Alzheimer, depressdo, e varias formas de cancer, incluindo os
de mama, ovario, prostata, figado, rim e célon. Ademais, a obesidade pode afetar a qualidade
de vida, resultando em dificuldades laborais, redug¢do da produtividade e problemas sociais

adversos (Bliiher, 2019).



No contexto da obesidade, a abdominal ¢ considerada um dos principais fatores de
risco para DCVs, uma vez que o excesso de gordura visceral estd diretamente relacionado a
resisténcia a insulina, dislipidemia, hipertrigliceridemia e inflamagdo. Esses fatores
contribuem para a maior ocorréncia de doengas metabolicas cronicas no mundo, cujos efeitos
tém sido demonstrados através de estudos epidemioldgicos e clinicos em diversas populagdes
étnicas e demograficas (Barroso et al., 2017; Costa; Valle, 2012; Fu et al., 2015; Eickemberg
et al.,2020).

As dislipidemias em individuos obesos caracterizam-se, predominantemente, pelo
aumento dos niveis plasmaticos de triglicerideos (TAGs) e acidos graxos livres (AGLs),
acompanhados por redu¢do das concentragdes de lipoproteina de alta densidade (HDL - high
density lipoprotein), bem como alteragdes estruturais e funcionais das proteinas que compdem
o colesterol HDL. Ademais, observa-se concentragdo normal ou levemente clevada de
lipoproteina de baixa densidade (LDL - low density lipoprotein), com aumento de particulas
pequenas e densas, que possuem maior aterogenicidade (Trandafir et al., 2022). A obesidade
também estd associada ao aumento da produgdo hepatica de apolipoproteina B (apo B),
elemento essencial na formagdo de lipoproteinas ricas em TAGs, como a lipoproteina de
densidade muito baixa (VLDL - very low density lipoprotein). O acimulo dessas lipoproteinas
favorece o desenvolvimento da aterosclerose, contribuindo para a formagao e instabilidade de

placas ateromatosas em diferentes leitos vasculares (Trandafir et al., 2022).

Paralelamente, a obesidade visceral esta intrinsecamente relacionada a resisténcia
insulinica, condi¢ao que compromete a captagao de glicose pelos tecidos periféricos e resulta
em hiperinsulinemia compensatoria. Esse fenomeno desencadeia alteragdes metabdlicas
sistémicas que podem culminar no desenvolvimento do diabetes mellitus tipo 2 (Janus et al.,
2016). A hiperinsulinemia também exerce impacto direto na fungdo endotelial, pois reduz a
disponibilidade de 6xido nitrico (NO), um importante vasodilatador, e favorece um ambiente
de estresse oxidativo e inflamacdo cronica, aumentando o risco de complicagdes
cardiovasculares. Além disso, a resisténcia insulinica no miocardio altera a utilizagao de
substratos energéticos, promovendo um metabolismo predominantemente lipidico e
contribuindo para a lipotoxicidade, processo que compromete a homeostase celular e favorece

a disfung¢ao ventricular (Janus et al., 2016; Hill et al., 2021; Ormazabal et al., 2018).

Outro impacto significativo da obesidade ¢ sua associacdo com a hipertensao arterial.

O acumulo de tecido adiposo visceral tem sido identificado como fator determinante nesse



processo, uma vez que promove alteracdes hemodinamicas e ativa componentes do sistema
renina-angiotensina (Rubio-Ruiz et al., 2014). A renina sintetizada pelos rins, promove a
conversao do angiotensinogénio em angiotensina I, e, com a a¢do da enzima conversora de
angiotensina (ECA), ocorre a formacdo de angiotensina II, um poderoso vasoconstritor. O
receptor do tipo AT-1 para angiotensina II estd presente nas células adiposas, e sua via de
sinalizacdo desempenha papel crucial na diferenciacdo de pré-adipocitos em adipocitos
(Rubio-Ruiz et al., 2014). Entretanto, ao afetar a diferenciagdo de pré-adipdcitos, a
angiotensina II pode levar a adipocitos hipertrofiados e disfuncionais. Estes aumentam a
produgdo de angiotensinogénio, leptina, espécies reativas de oxigénio (EROS) e citocinas
pré-inflamatoérias, o que sugere a perpetuacao do ciclo de retroalimentacdo entre a obesidade e
a hipertensao arterial (Hill ez al., 2021; Janus et al., 2016; Ormazabal ef al., 2018; Rubio-Ruiz
etal., 2014).

A inflamagdo cronica observada na obesidade também desempenha papel central na
patogénese das DCVs associadas. O aumento do tamanho dos adipdcitos favorece a
infiltracdo de macrofagos, e a liberagdo de AGLs pelas células adiposas promove a sintese de
citocinas pro-inflamatorias, como o fator de necrose tumoral a (TNF-a) pelos macrofagos e a
interleucina-6 (IL-6) pelos adipdcitos. A presenca da IL-6, em particular, tem sido implicada
na disfung¢ao endotelial e na fisiopatologia da hipertensao arterial, uma vez que contribui para
o aumento do estresse oxidativo e reduz a biodisponibilidade do 6xido nitrico (NO),
importante vasodilatador para a manutengao da homeostasia cardiovascular (Ormazabal et al.,
2018; Rubio-Ruiz et al., 2014; Trandafir et al., 2022). Estudos realizados por Lee e
colaboradores (2006) e Brands e colaboradores (2010) relataram que a hipertensdo foi

atenuada em camundongos knockout para IL-6.

A leptina, hormdnio derivado do tecido adiposo e fundamental na regulacdo da
homeostase energética, também sofre alteracdes na obesidade. Individuos obesos apresentam
hiperleptinemia, entretanto, esse aumento na concentracao circulante nao resulta em redugdo
da adiposidade possivelmente devido a resisténcia hipotalamica a leptina. Diversos fatores
tém sido considerados que influenciam na resisténcia a leptina, como dificuldades no
transporte da leptina através da barreira hematoencefalica, diminui¢do das proteinas
hipotalamicas que atuam na retroalimentacdo negativa na via de sinalizacdo da leptina,
inflamacao persistente, estresse oxidativo no reticulo endoplasmatico e processos de autofagia

(Myers et al., 2012; Jung; Kim, 2013; Ormazabal et al., 2018).



2.2 Obesidade: Cenarios Mundial e Brasileiro

As taxas de obesidade aumentaram de forma global nos ultimos 50 anos, esse
incremento reflete uma complexa interagdo entre fatores genéticos, ambientais e
comportamentais (Figura 1). Reconhecida como uma doencga cronica pela OMS, a obesidade
afeta milhares de individuos em todas as faixas etarias e classes sociais, sendo considerada um

dos maiores desafios da saude publica contemporanea (Barroso et al., 2017; Bliiher, 2019;
OMS, 2022).
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Figura 1. Prevaléncia mundial da obesidade. Prevaléncia de obesidade (IMC > 30 kg/m?2)
varia entre paises selecionados (Organizagdo para Cooperacdo e Desenvolvimento Economico
(OCDE), 2017; porcentagem de adultos com obesidade a partir de dados medidos). Em 2015,

em todos os paises da OCDE, a prevaléncia média de obesidade em adultos foi de 19,5%

(linha pontilhada) e variou de < 6% no Japdo a > 30% nos Estados Unidos. Adaptado pelo

autor com permissdao da OCDE. Fonte: Bliiher (2019).

Na conjuntura brasileira, conforme dados do segundo volume da Pesquisa Nacional de
Satude (PNS) 2019, elaborado pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), em
parceria com o Ministério da Saude, a propor¢ao de adultos com obesidade no pais aumentou
mais do que o dobro ao longo de 17 anos, subindo de 12,2% entre 2002 ¢ 2003 para 26,8%
em 2019. Durante esse mesmo intervalo, a fracdo de adultos com sobrepeso cresceu de 43,3%

para 61,7%, correspondendo a quase dois ter¢cos da populagdo brasileira (IBGE, 2020).



Conforme o avango dos grupos de idade, a prevaléncia dessa condigdo tende a crescer,
mas observou-se queda nos individuos com 60 anos de idade ou mais. Essa tendéncia se
aplica a ambos os géneros. Foi observado que as mulheres apresentam maior prevaléncia de
excesso de peso comparadas aos homens, exceto no intervalo etario de 25 a 39 anos, onde a
porcentagem ¢ maior entre os homens. Em 2019, a taxa de obesidade era de 30,2% entre as
mulheres e 22,8% entre os homens, enquanto o sobrepeso afetava 63,3% das mulheres e 60%

dos homens, conforme Figura 2 (IBGE, 2020).
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Figura 2. Prevaléncia de excesso de peso e de obesidade na populagao
adulta de 20 anos ou mais de idade, por sexo - Brasil - 2002-2003/2019. Pesquisa de
Orcamentos Familiares 2002-2003/2008-2009, Pesquisa Nacional de Saude 2013 e Pesquisa
Nacional de Satde 2019. Fonte: IBGE (2020).

2.3 Tecido Adiposo

Conforme a Associacdo Americana de Endocrinologia, a obesidade ¢ considerada uma
condi¢do patoldgica, descrita como uma “doenga baseada na adiposidade” (Upadhyay et al.,
2018).

O tecido adiposo atua como um 6rgdo endocrino ativo (produz adipocinas, como a
leptina e a adiponectina) e possui papel imunologico. E composto por adipdcitos maduros,
tecido conjuntivo fibroso, coladgeno, células nervosas, vasos sanguineos, c¢lulas
mesenquimatosas, fibroblastos, pré-adipdcitos, células precursoras endoteliais, células
musculares lisas, elementos vasculares e macrofagos. As fungdes fisioldgicas primordiais
incluem o controle da ingestao alimentar, a gestdo do peso corporal, assim como ¢ local de
reserva energética, sob a forma de TGAs, sendo liberados a medida que o organismo

necessita, sustenta e protege diversos o0rgaos, funciona como isolante térmico, além de atuar



em processos inflamatorios, na coagulagdo, na sensibilidade a insulina e na fungdo vascular
(Scheidl et al., 2023; Trandafir et al., 2022; Upadhyay et al., 2018).

Tradicionalmente os adipocitos tém sido classificados em dois tipos, diferenciando-se
de acordo com sua estrutura, localizagdo e fung¢do: o tecido adiposo branco (TAB), também
denominado como comum, unilocular ou amarelo; e o tecido adiposo marrom (TAM),
podendo ser nominado como multilocular ou pardo. No entanto, pesquisas recentes apontaram
para uma terceira categoria denominada de adipdcito bege ou tecido adiposo bege (Chu; Tao,

2017; Enerbéck, 2013; Puche-Juarez et al., 2023; Rosen; Spiegelman, 2014) (Figura 3).
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Figura 3. (A) Representagdo grafica de diferentes tipos de tecido adiposo: branco, bege e
marrom. Fonte: adaptado de Puche-Juarez et al. (2023). (B) Cortes histoldgicos
representativos de tecido adiposo branco, bege e marrom obtidos de camundongos,
ampliagcdo 100x, coloracdo hematoxilina e eosina (HE). Fonte: adaptado de Rodriguez et al.
(2015). (C) Localizacao, funcao e expressao da UCP-1 dos tecidos adiposos branco, bege ¢
marrom. Fonte: adaptado de Puche-Juarez ef al. (2023); Sanchez-Gurmaches; Guertin
(2014).



A formacgao do tecido adiposo no organismo humano inicia-se entre a 14* e a 24°
semana de gestacdo, com os depositos adiposos ja bem estabelecidos no inicio do terceiro
trimestre. Em modelos animais, como ratos, o desenvolvimento do tecido adiposo ocorre
durante a gestacdo e a lactagcdo, sendo influenciado por sinais hormonais, nutricionais e
epigenéticos das progenitoras, que podem programar modificagdes permanentes na
composi¢do e funcionalidade do tecido adiposo da prole. Esse processo de programacao
metabolica precoce tem sido amplamente estudado devido as suas implicagcdes na
susceptibilidade ao desenvolvimento de obesidade e doengas metabolicas ao longo da vida
(Chu; Tao, 2017; Enerbdck, 2013; Puche-Juarez et al., 2023; Rosen; Spiegelman, 2014;
Sanchez-Gurmaches; Guertin, 2014; Scheidl et al., 2023).

2.4 Leptina: Mecanismos de A¢io e Sua Relagio Com Obesidade

O tecido adiposo, outrora considerado apenas um reservatorio de energia na forma de
TGAs, ¢ hoje reconhecido como um 6rgdo enddcrino ativo e multifuncional, capaz de
modular diversas fungdes fisiologicas por meio da secre¢ao de adipocinas, desempenhando
papel crucial na regulagdo metabolica. As adipocinas, incluindo peptideos, hormdnios e outras
moléculas, atuam de maneira autocrina, paracrina e enddcrina, sinalizando o estado funcional
do tecido adiposo para células-alvo no cérebro, figado, pancreas, vasos sanguineos, musculos
e outros tecidos. Elas estdo envolvidas na regulacao de processos como apetite, metabolismo e
funcdo imunologica inata. A secre¢do anormal dessas substincias contribui para diversas
doengas associadas a obesidade (Fasshauer; Blither, 2015; Ghaben; Scherer, 2019;
Puche-Juarez et al., 2023). Dentre elas, a leptina e a adiponectina se destacam por seu papel
na regulagdo do metabolismo energético e no desenvolvimento de DCVs (Zhao; Kusminski,
Scherer, 2021). Estudos recentes reforcam a importancia dessas moléculas na programagao
metabolica, evidenciando que alteragcdes em seus niveis durante o periodo gestacional podem
predispor a prole a disturbios metabdlicos ao longo da vida (Puche-Juarez et al., 2023;
Lisboa, 2023).

A leptina ¢ um hormonio peptidico de 16 kDa produzido e secretado principalmente
pelo TAB, foi descoberta em 1994 e revolucionou a compreensdao do controle da homeostase
energética (Puche-Juarez et al., 2023; Zhao, Kuminski; Scherer, 2021). Originalmente
identificada por seu papel classico na regulagdo na inibicdo do apetite ¢ na estimulagdo no

metabolismo do gasto energético por meio de sua a¢do no hipotdlamo (Fasshauer; Bliiher,
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2015). Pesquisas subsequentes revelaram suas fung¢des pleiotrdpicas, incluindo efeitos sobre a
programacdo metabdlica fetal, processos inflamatorios € DCVs (Zhao; Kusminski; Scherer,
2021).

O mecanismo de a¢do da leptina ocorre através da ligacdo aos seus receptores ObR
(uma proteina da superficie celular pertencente a familia dos receptores de citocinas) em vias
hipotalamicas, onde inibe a expressao de neuropeptideos orexigenos, como o neuropeptideo Y
(NPY), peptideo relacionado ao gene agouti (AgRP); e estimula a secre¢ao de neuropeptideos
anorexigenos, como a pro-opiomelanocortina (POMC), transcrito regulado por cocaina e
anfetamina (CART), (Crujeiras et al., 2015; Xu et al., 2011). Desta forma, a leptina promove
diminui¢do na ingestdo de alimentos e aumento no gasto energético, desempenhando papel
crucial na manutencdo da homeostase energética (Lima; Curi, 2012). No entanto, em
condigdes de obesidade, hd& um aumento persistente nos niveis séricos de leptina,
caracterizando um estado de resisténcia a leptina, que compromete sua fun¢ao anorexigénica e
favorece a manutengdo do ganho de peso (Ghaben; Scherer, 2019). Existem varias isoformas
do receptor ObR (a, b, c, d, e, f), sendo a isoforma longa ObRb a principal responsavel pela
transducao de sinal, uma vez que ¢ amplamente expressa em regides hipotalamicas ligadas ao
balango energético, como o niuicleo arqueado e os nucleos ventromedial e dorsomedial (Xu;
Elmquist; Fukuda, 2011).

Ao se conectar a seu receptor ObR, a leptina ativa a via JAK-STAT, sua principal via
de sinalizagdao. A ligacdo com o ObR resulta na fosforilagao e ativacao de Janus quinase 2
(JAK2), que por sua vez fosforila outras enzimas ou proteinas. A JAK2 ativada promove a
fosforilacdo do residuo de tirosina do receptor, que serve de ‘ancora’ para a proteina STAT3,
que sofre fosforilacao. A isoforma STAT3p se dimeriza e ¢ translocada ao nucleo, onde se liga
a regido promotora regulando a expressao de diversos genes, incluindo a SOCS3, proteina que
realiza o feedback negativo da via, ao inibir a fosforilacdo de JAK2 e do residuo de tirosina

do receptor ObR, Figura 4 (Sahu, 2004).
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Figura 4. Esquema da sinalizagdo intracelular da leptina no hipotalamo. ObRb: receptor
de leptina isoforma longa; JAK-2: janus kinase-2; STAT3: transdutor de sinal e ativador
de transcri¢ao-3; SOCS-3: proteina supressora de sinalizacao de citocina-3; PI3K:
fosfatidilinositol 3-kinase; IRS: substrato do receptor de insulina; PKB: fosfokinase B;
PDE3B: fosfodiesterase 3B. Fonte: adaptado de Sahu (2004).
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2.4.1 Leptina e o sistema cardiovascular

Além de sua fungao cléssica no controle do apetite, hé indicios de que a leptina exerce
efeitos diretos em proteinas associadas ao sistema cardiovascular. Foi demonstrado que o
coracdo ¢ capaz de produzir leptina e expressa pelo menos trés isoformas do ObR, incluindo o
ObRa, ObRDb e ObRe, sugerindo que a leptina possa agir de forma pardcrina e autdcrina nos
cardiomidcitos (Purdham et al., 2004). A ampla distribuicdo de receptores para leptina (ObR)
em células vasculares e cardiomiocitos sugere que este hormonio module diretamente a
fisiologia cardiovascular.

Zhao; Kuminski; Scherer (2021), através de uma revisdo de estudos com modelos
animais, em ratos e¢ camundongos, realizaram uma compilagdo de evidéncias sobre a
sinalizagdo da leptina e seus efeitos na fungdo cardiaca, incluindo ativacdo de vias
intracelulares que modulam a contragdao e a frequéncia cardiaca. Estes estudos demonstram
que a alta concentracdo sanguinea de leptina (hiperleptinemia) promove a ativagao do sistema
nervoso simpatico, cuja a¢do no coragdo promove a fosforilagdo de proteinas que aumentam a

for¢a de contracdo, a velocidade de relaxamento e a frequéncia cardiaca.

No estudo conduzido por Simonds em colaboradores (2014), foi investigada a relacao
entre os niveis elevados de leptina, comuns na obesidade, ¢ o aumento da pressao arterial
(PA). Foi usado camundongos machos adultos C57BIl/6J, divididos em grupo controle e o
grupo que induziram obesidade por meio de dieta hiperlipidica (43% de gordura) ao longo de
20 semanas. Durante esse periodo, observaram aumento progressivo no peso corporal, nos
niveis plasmaticos de leptina, na frequéncia cardiaca e na PA (medida por radiotelemetria in
vivo). Apdés 20 semanas, o grupo alimentado com dieta hiperlipidica recebeu dieta
normolipidica por 4 semanas. Para avaliar o papel especifico da leptina, foram utilizados
camundongos machos, com quatro semanas de idade, geneticamente modificados, deficientes
em leptina (ob/ob) ou em seu receptor (db/db), divididos em grupo controle e grupo com dieta
hiperlipidica, por 20 semanas. Mesmo com obesidade severa, os animais knockout para
leptina ou seu receptor, ndo apresentaram elevacdes na PA, sugerindo que a leptina ¢ essencial
para o aumento da PA associado a obesidade. Ao bloquear a acdo da leptina no hipotalamo
dorsomedial (DMH) por meio de anticorpos especificos ou antagonistas, houve reducao
rapida na PA dos camundongos obesos, independentemente de alteragdes no peso corporal. A
reexpressao dos receptores de leptina no DMH de camundongos deficientes resultou em
aumento da PA, refor¢cando o papel central dessa regido cerebral na mediagao dos efeitos da
leptina sobre a PA. Em paralelo, foram avaliados humanos com mutagdes de perda de fungao
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na leptina ou em seu receptor. Apesar da obesidade grave, esses individuos apresentaram PA
mais baixa em comparacdo com controles obesos da mesma idade, indicando que a

sinalizagdo da leptina € crucial para a regulacdo da PA em mamiferos.

Habbout e colaboradores (2013), investigaram os impactos da superalimentagdo
pos-natal na expressdo génica dos cardiomiocitos e nos pardmetros cardiometabdlicos ao
longo do tempo. Para isso, utilizaram camundongos C57BL/6 divididos em dois grupos:
alimentado normalmente com ninhadas de 10 filhotes (NF: normal-fed) e outro submetido a
superalimentacdo com reducdo da ninhada para 3 filhotes (OF: overfeeding). Apds o
desmame, todos receberam dieta padrdao. O perfil de expressdo génica foi determinado no
desmame e o metabolismo cardiaco e o estresse oxidativo foram avaliados aos 7 meses. Os
resultados mostraram que, ja no periodo juvenil, os camundongos OF apresentavam alteracdes
na expressdao génica, incluindo modificacdes em genes associados a matriz extracelular
(MEC). Na fase adulta, os animais submetidos a superalimentagdo exibiram aumento de 30%
no peso corporal, além de elevagdes significativas nos niveis plasmaticos de colesterol,
insulina e leptina. Também foi constatado maior estresse oxidativo no miocardio, evidenciado
pelo aumento da atividade das enzimas antioxidantes superéxido dismutase (SOD) e catalase
(CAT). Os camundongos OF apresentaram PA diastdlica e sistdlica significativamente
elevadas, acompanhadas por redu¢do na fragdo de ejecdo e no encurtamento do ventriculo
esquerdo. Além disso, em experimentos ex vivo, ap6s 30 minutos de isquemia, os coragdes
desses animais demonstraram recuperagao funcional reduzida e maior tamanho de infarto em
comparagdo ao grupo controle (31% vs. 54%). Também foi observada maior deposi¢do de
colageno, além do aumento na expressdo e atividade da metaloproteinase-2 (MMP-2) da

MEC.

Estudos em modelos animais, em ratos, demonstraram que a hiperleptinemia das
matrizes induzida por administracdo de leptina exdgena, pode programar a prole adulta para
obesidade, hiperleptinemia e resisténcia ao efeito anorexigénico da leptina (Pereira-Toste et
al., 2009). Por outro lado, quando administra-se leptina recombinante diretamente na prole
durante os dez primeiros dias da lactagdo, os animais sdo programados para sobrepeso €
aumento do contetdo de proteina corporal total, sem alteragdo de massa adiposa na idade
adulta (Toste et al., 2006a). Além disso, apresentam hiperleptinemia com resisténcia ao efeito
anorexigénico da leptina, redugdo da expressao hipotalamica de ObRb (Toste ef al., 2006b),

hipertireoidismo (Toste et al., 2006a), resisténcia a insulina, hipercorticosteronemia
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(Fraga-Marques et al., 2009), e aumento de catecolaminas adrenais (Trevenzoli et al., 2007).
Essas alteracdes foram ainda acompanhadas por maior PA e frequéncia cardiaca (Trevenzoli
et al., 2007). Em um estudo elaborado por Fukui e colaboradores (2017) demonstraram que a
hiperleptinemia exacerba a fibrose atrial e a fibrilagdo atrial induzida por dieta hiperlipidica,
sugerindo que a leptina pode desempenhar papel direto no remodelamento do miocardio. Tais
observagdes indicam que a obesidade das progenitoras, uma situacdo caracteristica de
hiperleptinemia, pode contribuir para o desenvolvimento ou programagao de hipertensao e

DCVs em ratos adultos (Fukui ef al., 2017).

2.5 Programaciao Metabdlica e Conceito DOHaD

A Programacao Metabdlica e o conceito de Origens do Desenvolvimento da Saude e
da Doenga (DOHaD - Developmental Origins of Health and Disease), t¢m sido amplamente
estudados nos ultimos anos para a melhor compreensdo de como eventos precoces na vida
podem influenciar a saude ao longo do desenvolvimento do individuo (Puche-Juarez et al.,
2023; Tain; Hsu, 2022).

Entre os anos 1960 e 1970, cientistas comegaram a observar que, em varias espécies
de mamiferos, como ratos, camundongos, porquinhos-da-india e suinos, a diminuicao na
ingestdo caldrica ou na oferta de proteinas para as fémeas durante a gestacdo e lactagcao
impactava no crescimento e nas habilidades cognitivas da prole em distintos experimentos.
Essa percepcao foi a base para a teoria que relaciona o desenvolvimento a saude e a doenga,
postulada inicialmente pelo epidemiologista britanico David Barker a partir da década de
1980. Segundo o pesquisador, as experiéncias vividas durante a fase fetal e a infancia estao
ligadas as origens de doencas cronico-degenerativas na idade adulta (Puche-Juarez et al.,
2023; Scheidl et al., 2023).

A defini¢ao de programacao sugere que fatores ambientais, nutricionais ou hormonais
ocorridos durante as fases intrauterina e neonatal, que sio momentos decisivos, € por isso sao
conhecidos como periodo critico do desenvolvimento, podem resultar em efeitos imediatos ou
duradouros na saude do individuo na vida adulta, conceito conhecido como programacao
metabolica ou plasticidade do desenvolvimento (Puche-Juarez et al., 2023; Tain; Hsu, 2022).
Assim, um feto em um ambiente uterino desfavoravel, como desnutricio ou excesso de
nutrientes, infecgdes ou disturbios quimicos, metabdlicos ou hormonais, responderia com
adaptacdes (denominadas PAR - preditive adaptative responses), que sdo essenciais para a
sobrevivéncia do feto nas condi¢des presentes e para o futuro (Gluckman; Hanson; Buklijas,

2010; Lisboa, 2023; Mandy; Nyirenda, 2018).
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Segundo Baker e seus colaboradores, humanos e os demais seres vivos contam com
genes “poupadores” e genes desperdicadores de energia, os quais sdo ativados ou desativados
conforme as condi¢des nutricionais e ambientais nos primeiros mil dias de vida. Esse
fendmeno ndo causa mutacdes em nosso material genético, mas permite ou ndo que esses
genes possam ser utilizados para a sintese de determinadas proteinas, resultando, apos varias
etapas, em efeitos fisiologicos (Gluckman; Hanson; Buklijas, 2010; Lisboa, 2023; Mandy;
Nyirenda, 2018).

A placenta atua como sensor de nutrientes, regulando a transferéncia de nutrientes da
progenitora para o feto e ajustando para atender as necessidades de crescimento fetal. Além
disso, € um orgao enddcrino transitdrio, secretando hormonios e citocinas que influenciam no
metabolismo de ambos, matrizes e prole. Quando o suprimento de nutrientes e a capacidade
de oxigenacdo da placenta sdo comprometidos, fungdes como o transporte de nutrientes € o
crescimento placentdrio podem ser inibidas, resultando em crescimento fetal reduzido.
Concentracdes maternas de Fator de Crescimento Semelhante a Insulina 1 (IGF-1), leptina e
insulina estdo relacionadas ao crescimento fetal, sendo menores na restri¢ao do crescimento
fetal e maiores no supercrescimento fetal, ao contrario da adiponectina, que ¢ aumentada na
restricdo de crescimento intrauterino e diminuida no supercrescimento (Napso et al., 2022;
Puche-Juarez et al., 2023).

A epigenética tem demonstrado que os genes ndo sdo 0s Unicos responsaveis pela
transmissdo de caracteristicas biologicas entre geragdes. Inicialmente, o Projeto Genoma foi
recebido com grande expectativa, pois acreditava-se que o mapeamento do DNA permitiria
tratar todas as doencas genéticas. No entanto, verificou-se que variagdes ndo genéticas
adquiridas ao longo da vida também podem ser herdadas, levando a emergéncia da
epigenética como um campo essencial para compreender alteragdes fenotipicas herdadas sem
modificacdo na sequéncia do DNA (Marousez; Lesage; Eberlé, 2019; Tain; Hsu, 2022).

Fatores ambientais, alimentacdo, exposicdo a poluentes e até interagdes sociais
influenciam processos epigenéticos. Evidéncias mostram que maes subnutridas podem gerar
filhos predispostos ao diabetes, assim como a exposicdo gestacional ao tabaco estd
relacionada ao aumento da obesidade em descendentes. Essa interacdo complexa entre genes e
ambiente tem revolucionado os conceitos de hereditariedade, impulsionando novas
abordagens na biologia e medicina (Marousez; Lesage; Eberl¢, 2019; Tain; Hsu, 2022).

O termo epigenética origina-se da epigénese e foi introduzido na biologia moderna

pelo embriologista e geneticista Conrad Waddington em 1940 para descrever as interagdes
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gene-ambiente que moldam o fenotipo. Atualmente, refere-se as modificagdes hereditarias
que regulam a expressdo génica sem alterar a sequéncia do DNA (Marousez; Lesage; Eberlé,
2019). O epigenoma compreende um conjunto de modificagdes quimicas na cromatina € no
genoma, determinando a expressdo génica e, consequentemente, o funcionamento celular. A
finalidade deste codigo epigenético ¢ fornecer diretrizes ao genoma sobre quando e onde os
genes precisam ser ativados ou reprimidos. Esses processos exercem fungdes essenciais na
biologia das células, e a sua desregulacdo pode resultar no desenvolvimento de enfermidades,
como a obesidade, diabetes e cancer. Trés mecanismos principais estdo envolvidos: metilagao
do DNA, modificagdo de histonas e expressao de RNAs ndo codificantes (Marousez; Lesage;
Eberlé, 2019; Tain; Hsu, 2022).

A metilagdo do DNA ocorre em uma citosina onde enzimas metiltransferases
(DNMTs) adicionam grupos metil ao DNA, silenciando a transcri¢do de genes essenciais para
a homeostase celular. Entretanto, estudos recentes indicam que esse efeito depende da
localizagdo gendmica, podendo também aumentar a expressdo génica em alguns casos
(Marousez; Lesage; Eberl¢, 2019; Tain; Hsu, 2022).

As histonas, por sua vez, organizam o DNA em nucleossomos e regulam a transcrigao
por meio de alteracdes conformacionais. A acetilacdo, catalisada por acetiltransferases (HATSs)
e removida por desacetilases (HDACs), ¢ um dos principais mecanismos que controlam a
acessibilidade da cromatina, permitindo ou inibindo a expressdo génica. A acetilacdo das
histonas abre a estrutura da cromatina, facilitando a ligacdo da maquinaria responsavel pela
transcri¢do (Marousez; Lesage; Eberlé, 2019; Tain; Hsu, 2022).

Os microRNAs (miRs), ou seja, pequenos RNAs ndo codificantes, atuam na regulagao
pos-transcricional, degradando ou inibindo a tradu¢do do RNA mensageiro em proteina,
controlando mais de 30% dos genes codificadores de proteinas. Esses pequenos RNAs
desempenham papel essencial na manutencdao da homeostase celular e no desenvolvimento de
doencas (Marousez; Lesage; Eberlé, 2019).

No que diz respeito aos modelos experimentais em animais abordando insultos
nutricionais na lactagdo, um dos modelos mais frequentes para examinar a supernutri¢ao na
fase neonatal ¢ o que consiste em diminuir o tamanho da ninhada apos o parto. Ratos ou
camundongos colocados em ninhadas reduzidas recebem quantidade maior de leite e,

consequentemente, aumentam de peso (Li ef al., 2013; Schumacher ef al., 2021).

Li e colaboradores (2013), investigaram os efeitos da supernutricdo durante a lactagao
sobre o metabolismo e a epigenética do hipotdlamo de camundongos. Para isso, no primeiro

17



dia pds-natal (P1), os animais foram distribuidos em dois grupos: controle (C), com ninhadas
padrdo, ¢ com ninhadas reduzidas (SL, do inglés small litter), modelo que promove a
superalimentagdao. Os camundongos SL apresentaram aumento significativo do peso corporal
e da adiposidade ao desmame aos 21 dias (P21), efeitos que se mantiveram até a idade adulta
aos 180 dias (P180). Analises metabdlicas indicaram que, na vida adulta, as fémeas SL ndo
apresentaram maior ingestao alimentar, mas exibiram reduc¢do na atividade fisica espontanea e
no gasto energético. Entre os machos, observou-se declinio da atividade fisica com o avango
da idade em ambos os grupos. Estes achados sugerem que a programacdo metabolica induzida

pela supernutri¢do pds-natal envolvia mecanismos além do balango energético classico.

Para investigar os potenciais mecanismos epigenéticos subjacentes a essas alteragoes,
Li et al. (2013) realizaram também o perfil de metilacio do DNA em escala gendmica no
hipotdlamo dos camundongos, através de amplificagdo especifica de metilagao e hibridiza¢ao
de microarranjos (MSAM, do inglés methylation-specific amplification and microarray
hybridization) durante o periodo de lactacdo até o desmame (em PO e P21). Os resultados
indicaram extensas mudancgas na metilagdo do DNA hipotalamico do grupo SL, sugerindo que
esta fase representava um periodo critico para modificagdes epigenéticas no cérebro,
especialmente na regulacdo do metabolismo. Foram identificadas mudancas sutis, mas
persistentes, na metilagio do DNA no hipotdlamo dos camundongos SL ao longo do
desenvolvimento, com padrdes distintos entre machos e fémeas, tendo as fémeas apresentado
as modificagcdes mais proeminentes. Além disso, andlises do transcriptoma hipotalamico na
idade adulta evidenciaram alteragdes significativas na expressdo de genes relacionados ao
controle energético, de forma também sexo-especifica. Os achados sugerem que a
supernutricdo durante a lactacdo, no periodo pos-natal precoce induz reprogramagdes
epigenéticas duradouras no hipotdlamo, especialmente em fémeas, contribuindo para um
fenétipo de menor atividade fisica e gasto energético, em especial em fémeas adultas,

caracteristicas associadas a maior risco de doengas metabodlicas na vida adulta.

Schumacher e colaboradores (2021), investigaram em modelo de ninhada reduzida
(SL) em ratos machos, modificacdes na regulacdo de genes envolvidos na homeostase
energética e sua relacdo com o desenvolvimento precoce da obesidade. No quarto dia
pos-natal (PND4), as ninhadas foram ajustadas para dois grupos: controle, com 10 filhotes por
fémea (ninhadas normais), ¢ um grupo experimental (SL), com a redugdo para 4 por

progenitora, resultando em maior acesso ao leite materno e consequente suplementagao
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neonatal. Os efeitos foram avaliados no desmame aos 21 dias (PND21) e na fase adulta jovem
aos 90 dias (PND90). No desmame os ratos SL apresentaram maior peso corporal e
caracteristicas compativeis com SM, incluindo alteragcdes na expressao de genes relacionados
ao controle da ingestdo alimentar no nucleo arqueado do hipotalamo, como aumento na
expressao de POMC, CART, NPY e dos receptores de leptina e grelina (GHSR). Analises
epigenéticas revelaram hipometilagdo no promotor do gene POMC, sugerindo que a
superalimentagdo neonatal induz modificagdes epigenéticas que podem favorecer a hiperfagia
e o desenvolvimento da obesidade. Embora, na fase adulta (PND90), os parametros
metabolicos e a expressdo génica no hipotdlamo tenham retornado a niveis semelhantes ao
controle, o padrao de metilagdo do promotor do gene POMC permaneceu alterado, indicando
a persisténcia de alteragcdes epigenéticas. Esses achados reforcam o conceito de plasticidade
do desenvolvimento, no qual exposi¢des nutricionais precoces podem programar alteragdes
epigenéticas duradouras em vias centrais envolvidas na regulagdo metabolica, contribuindo

para a susceptibilidade a distirbios metabolicos ao longo da vida.

A programagdo metabolica refere-se ao fendmeno pelo qual insultos ambientais,
nutricionais ou hormonais durante periodos criticos do desenvolvimento, como o fetal e
neonatal, impactam permanentemente a fisiologia do organismo, predispondo-o a doencas
cronicas na vida adulta. Diferentes modelos experimentais tém sido utilizados para investigar
esses efeitos, abrangendo desde estudos epidemioldgicos até experimentagdes em animais,
cada um contribuindo para o entendimento dos mecanismos subjacentes a essa condigdo

(Mandy; Nyirenda, 2018; Habbout ef al., 2013).

Estudos epidemioldgicos, clinicos e experimentais, tém demonstrado que insultos
durante a gestagdo e lactacao elevam o risco de desenvolvimento de DCNTs ao longo da vida,
como obesidade, DCVs e diabetes. Entre os possiveis insultos, também denominados como
fatores de imprinting, podem ser: relacionados a nutricdo, como a falta ou excesso de
nutrientes; hormonais, como o aumento de hormonios como o cortisol ¢ a adrenalina em
momentos de estresse, além de doencas enddcrinas como o diabetes tipo 2; ¢ ambientais,
como a exposi¢ao a poluentes como nicotina (Mandy; Nyirenda, 2018; Chen; Kelly, 2005).

A exposi¢do intrauterina ao excesso de nutrientes também foi associada a alteragdes
epigenéticas que modulam a expressdo de genes envolvidos no metabolismo energético. As
dietas obesogénicas sao amplamente utilizadas em estudos de programacao metabolica e

podem ser classificadas em dietas hiperlipidicas, hiperglicidicas e dietas do tipo ocidental. A
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dieta hiperlipidica consiste na administragdo de uma composicdo alimentar contendo entre
40% a 60% de calorias provenientes de lipidios, enquanto a dieta hiperglicidica contém
suplementagdo de agucar na racao ou na dgua fornecida aos animais (Habbout et al., 2013). A
dieta ocidental, por sua vez, combina ambas as caracteristicas, sendo rica em acidos graxos
saturados e acucares refinados. Um modelo especifico dentro dessa categoria ¢ a dieta de
cafeteria, que oferece alimentos altamente palataveis e ultraprocessados, induzindo o
consumo caldrico excessivo (aproximadamente 50% das calorias sob a forma de lipideos) e

mimetizando habitos alimentares humanos contemporaneos (Habbout et al., 2013).

Estudos experimentais, dentre eles com roedores, demonstram que a exposicao de
matrizes a dietas obesogénicas durante a gestacdo e/ou lactagdao resulta em alteragdes no
metabolismo da prole, incluindo hiperinsulinemia, resisténcia a leptina, aumento da
adiposidade e alteracdes epigenéticas em genes relacionados a homeostase energética, mesmo
na auséncia de alteracdao significativa do peso corporal ao nascimento (Samuelsson et al.,
2013b). Além disso, essas dietas promovem modificagdes na composicdo do leite das
progenitoras, elevando os niveis de triglicerideos, colesterol, acidos graxos saturados,
hormonios metabdlicos, além de alteracdes no transcriptoma, contribuindo para o
desenvolvimento de um fenotipo metabdlico desfavoravel na descendéncia (Bringhenti et al.,

2013; Samuelsson et al., 2013b).

A lactagdo representa um periodo critico para a programacao metabolica, uma vez que
a composicao do leite materno pode ser significativamente alterada pela dieta materna.
Modelos experimentais demonstram que a exposi¢do a uma dieta hiperlipidica
exclusivamente durante a lactagdo resulta em alteracdes metabodlicas mais pronunciadas na
prole quando comparada a exposi¢ao intrauterina isolada (Sun et al. 2012; Vithayathil et al.,

2018).

Sun e colaboradores (2012), investigaram os efeitos da dieta hiperlipidica (DH)
materna na programacao metabolica da prole de ratas Sprague-Dawley. Durante a gestacao e
lactacdo, as matrizes foram alimentadas com dieta padrdo ou DH (60% das quilocalorias
provenientes de gordura). No primeiro dia pds-natal (PND1), os filhotes foram realocados de
forma cruzada, criando quatro grupos experimentais distintos: (1) filhotes expostos a dieta
padrao durante a gestacdo e lactacdo, (2) filhotes expostos a DH apenas na gestacao, (3)
filhotes expostos a DH apenas na lactagdo, e (4) filhotes expostos a DH em ambos os
periodos. O impacto da dieta foi avaliado por meio de medidas de peso corporal, composi¢ao

corporal e tolerancia a glicose tanto no desmame aos 21 dias quanto na idade adulta, e
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sensibilidade a leptina, analisada via ativagdo do STAT3 no nticleo arqueado do hipotalamo,
nos dias PND10 e PND21. Os resultados revelaram que os filhotes expostos a DH apenas
durante a lactacdo apresentaram maior ganho de peso ja no PND7, diferenga essa que
persistiu até o desmame, acompanhado de maior adiposidade, elevacdo da leptina plasmatica
e tolerancia a glicose comprometida. A ativacao de STAT3 em resposta a leptina foi reduzida,
indicando um quadro de resisténcia precoce a leptina. Apds o desmame, os machos criados
por matrizes submetidas & DH desenvolveram hiperfagia e mantiveram o peso corporal
superior ao dos filhotes expostos a dieta padrdo. Tanto machos quanto fémeas do grupo DH
pOs-natal apresentaram prejuizos na tolerancia a glicose persistentes até a fase adulta. Dessa
forma, o estudo demonstrou que a dieta DH materna exclusivamente durante a lactacdo teve

maior influéncia na programacao metabolica da prole do que na exposi¢ao intrauterina.

O estudo conduzido por Vithayathil ef al. (2018), investigou os efeitos da exposi¢ao
de progenitoras a uma dieta obesogénica do tipo "cafeteria" (CAF), rica em gordura e agucar,
durante a gestagdo e lactagdo sobre a composicao corporal e a expressao de genes lipogénicos
e de adipocina na prole de ratos Wistar de ambos os sexos. O objetivo foi determinar se a
influéncia dessa dieta no periodo de amamentagdo teria impacto metabdlico mais
pronunciado na prole em comparagdo com a exposi¢ao intrauterina. Para isso, ratas prenhes
foram alimentadas com dieta padrao (grupo Controle) ou dieta CAF durante a gestagdo e a
lactagdo. Apods o nascimento, os filhotes foram realocados para adogdo cruzada, para maes do
mesmo grupo alimentar ou para maes de um grupo alimentar diferente dentro das primeiras
24 horas de vida, permanecendo com as matrizes até o desmame aos 21 dias. Apos esta fase
foram separados das matrizes e alimentados somente com ragdo padrao até 42 dias de idade,
permitindo a analise isolada dos efeitos da exposi¢do pré-natal e pos-natal. O peso corporal, a
composicao de gordura corporal e a expressdo de genes envolvidos no metabolismo lipidico

foram avaliados no desmame e em trés semanas apds o desmame.

Os filhotes amamentados por matrizes CAF apresentaram menor peso corporal ao
desmame, mas quase o dobro da porcentagem de gordura corporal em comparagdo com o0s
filhotes de matrizes Controle, independentemente de terem nascido de uma progenitora
Controle ou CAF. Aos 42 dias de vida, apos a transicdo para a dieta padrdo, os filhotes
amamentados por fémeas CAF permaneceram mais leves que os filhotes do grupo Controle,
porém a diferenca na composi¢ao de gordura corporal ndo foi mais significativa. A dieta CAF
das matrizes durante a lactacdo promoveu na prole, ao desmame, aumento na expressao de

adiponectina. Além disso, os niveis plasmaticos de leptina estavam duplicados ao desmame
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em ambos os sexos na prole amamentada por matrizes CAF, mas diminuiram aos 42 dias,

possivelmente em decorréncia da transicao para a dieta padrao.

A relagcdo entre a programacdo metabdlica e o desenvolvimento de obesidade e
doengas metabdlicas na prole também pode ser explicada por alteragdes neuroendocrinas. A
exposicdo intrauterina e neonatal da prole a dietas obesogénicas das matrizes altera a
sinalizagdo de neuropeptideos hipotalamicos envolvidos no controle do apetite, como o
aumento da expressdo do NPY e a redugcdo da POMC, favorecendo um comportamento

alimentar hiperfagico na prole (Guberman et al., 2013).

2.5.1 Programacao metabdlica e funcao cardiaca

A programacdo metabolica desempenha um papel crucial no desenvolvimento da
funcdo cardiaca, influenciando diretamente a homeostase cardiovascular ao longo da vida.
Evidéncias sugerem que alteracdes no ambiente intrauterino, como a exposicdo a dietas
hiperlipidicas e hiperglicidicas durante a gestacdo e lactacdo, impactam o desenvolvimento
estrutural e funcional do coragdo na prole. Essas alteragdes podem predispor ao
desenvolvimento de DCVs na idade adulta, como hipertensdo arterial, disfun¢do endotelial e

insuficiéncia cardiaca (Scheidl et al., 2023).

O estudo conduzido por Gray e colaboradores (2015), analisou como a exposi¢ao de
matrizes a uma DH influencia a funcdo endotelial e o estado cardiovascular da prole na vida
adulta, bem como o potencial efeito modulador da suplementacdo materna com &cido
linoleico conjugado (CLA). Ratas Sprague-Dawley prenhas foram divididas em quatro
grupos: dieta controle purificada (CON), dieta CON com 1% de CLA, DH com 45% das
calorias provenientes de gordura, e DH suplementada com 1% de CLA (DHCLA), sendo
alimentadas durante toda a gestacdo e lactacdo. Apds o desmame (dia 21), a prole recebeu
dieta padrao até o final do experimento (dia 150), quando foram avaliados parametros
cardiovasculares. A pressdo arterial sistolica (PAS) foi medida nos dias 85 e 130, e, ao final
do experimento, os vasos mesentéricos foram analisados quanto a resposta vasomotora. Os
descendentes de fémeas submetidas & DH apresentaram elevagdo da PAS nos dias 85 e 130
em comparacdo aos grupos CON e CLA, e que a suplementacdo materna com CLA nao foi
capaz de reverter esse efeito. Além disso, a prole do grupo DH exibiu uma resposta
vasoconstritora reduzida a fenilefrina e uma resposta vasodilatadora atenuada a acetilcolina
(ACh), sugerindo comprometimento na func¢do endotelial. Também foi observada reducdo na

funcdo da via do 6xido nitrico (NO), associada a um aumento compensatorio da funcao
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mediada pelo fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDDH) nos grupos DH e
DHCLA. Esses achados indicam que a exposi¢do a uma dieta DH durante a gestagdo e
lactagdo pode programar a prole para desenvolver hipertensdo e disfun¢do endotelial na vida
adulta, independentemente do peso corporal. Embora a suplementagdo materna com CLA
tenha demonstrado um efeito atenuador em alguns pardmetros da fun¢do endotelial, ndo foi

suficiente para reverter completamente os danos causados pela DH das progenitoras.

Ahmed e colaboradores (2021), investigaram o impacto da obesidade materna durante
a gestacdo na programacdo do desenvolvimento cardiaco da prole e sua relagdo com a
suscetibilidade a doencgas cardiacas na vida adulta. Camundongos fémeas foram alimentadas
com uma dieta obesogénica (33% de gordura e 30% de sacarose por kcal), antes e durante a
gestacdo e, posteriormente, acasaladas com machos submetidos a uma dieta controle. A prole
macho foi acompanhada desde o desenvolvimento embrionario, o desmame aos 21 dias, até a
fase adulta para avaliar alteragcdes funcionais no coragdo e perfis de expressao génica em todo
o genoma. Além disso, foram realizadas analises comparativas entre os coragdes de embrides
de camundongos expostos a obesidade materna e coragdes fetais humanos provenientes de

gestacoes de doadoras obesas.

Os resultados demonstraram que os descendentes adultos de progenitoras obesas
apresentaram disfun¢do cardiaca leve, compativel com os estagios iniciais de cardiopatia. No
nivel molecular, foi observada no cora¢ao desses camundongos adultos a desregulacdo de
genes envolvidos no remodelamento da MEC, metabolismo e sinalizagdo do fator de
transformagdo do crescimento beta (TGF-B), mecanismos reconhecidamente associados a
progressdo de doencas cardiacas. Essas mesmas vias ja estavam desreguladas nos
progenitores cardiacos de embrides de camundongos obesos. Além disso, em resposta ao
estresse cardiovascular, os coragdes da prole adulta de matrizes obesas apresentaram
remodelamento miocardico exacerbado, com ativagdo excessiva de reguladores de interagdes
célula-MEC e falha na ativagdo de reguladores metabdlicos. Como consequéncia, os coragdes
da prole tornam-se mais vulnerdveis a respostas desreguladas ao estresse, aumentando a

predisposicao a doengas cardiovasculares ao longo da vida.

Estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa conduzidos no laboratério de
investigagdo cardiometabolica investigaram os efeitos da programacao metabolica em filhotes
jovens, aos 30 dias de idade (Zeca, 2015) e adultos, aos 180 dias de idade (Rangel, 2022), de

ratas Wistar submetidas a uma dieta hiperlipidica. As matrizes foram alimentadas com essa
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dieta por oito semanas antes da concepc¢do e durante toda a gestacdo e lactagdo, permitindo

avaliar os impactos a longo prazo sobre a fun¢do cardiaca da prole (Zeca, 2015).

Na investigacdo conduzida por Zeca (2015), a avaliagdo da fungdo cardiaca por
ecocardiograma revelou que os filhotes machos da prole DH apresentaram aumento da area
interna ¢ da massa do ventriculo esquerdo, sem alteracdes na espessura do septo
intraventricular ¢ na dimensao da parede posterior do ventriculo esquerdo durante a sistole.
Esses achados sugerem o desenvolvimento de hipertrofia ventricular excéntrica. A analise da
funcado sistolica nos machos jovens indicou reducdo da fracdo de ejecdo, sem alteragdes no
percentual de encurtamento, no volume de eje¢do ou no volume sistolico final. Esses
resultados indicam que a diminui¢do da fragdo de ejecao ndo comprometeu a fungao sistolica,
possivelmente devido a hipertrofia ventricular observada. Por outro lado, a prole fémea nao
apresentou alteragdes na geometria do coracdo, mas exibiu reducdo da fragdo de ejecdo, sem
modifica¢des no percentual de encurtamento e no volume de ejecdo, além de um aumento no
volume sistolico final, sugerindo comprometimento da fungdo sistélica. Apds o desmame,
todos os filhotes passaram a consumir exclusivamente dieta normolipidica. Aos 30 dias de
idade, ndo foram observadas diferengas significativas no peso corporal entre os grupos
experimentais. Entretanto, a andlise da funcdo cardiaca revelou que, enquanto os filhotes
machos compensavam a disfungdo com hipertrofia ventricular, as fémeas exibiam
comprometimento sistolico mais evidente. Esses achados reforcam a influéncia da
programacao metabdlica materna na predisposicao a disfuncao cardiaca da prole, mesmo na

auséncia de alteragdes dietéticas no periodo pds-natal.

O estudo experimental do nosso grupo de pesquisa conduzido por Rangel (2022)
investigou se o consumo materno de dieta hiperlipidica promove alteragdes na fungao
cardiaca da prole adulta e correlacionou esse fenotipo a modificacdes no sistema
renina-angiotensina (SRA) e a sensibilidade do coracdo ao sistema simpato-adrenérgico. Os
resultados demonstraram que tanto os machos quanto as fémeas da prole DH apresentaram
disfungao sistdlica, evidenciada pela redugdo da fracdo de ejegdo e do débito sistolico aos 180
dias de idade, sem que houvesse alteracdes significativas no peso corporal ou na adiposidade.
No entanto, apenas os machos do grupo DH exibiram altera¢des estruturais no corag¢do, bem
como maior responsividade cardiaca ao estimulo adrenérgico. Além disso, a andlise da
expressao proteica revelou aumento na expressao do receptor AT2 nas fémeas da prole DH,

enquanto que nos machos a expressao desse receptor estava reduzida. Esses achados sugerem
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que a maior expressdo do receptor AT2 nas fémeas pode ter um efeito protetor contra a
disfuncdo cardiaca, enquanto a reducdo desse receptor nos machos pode estar associada ao
processo de remodelamento cardiaco observado nesses animais. Dessa forma, o estudo reforga
a hipotese de que a exposicdo intrauterina a uma dieta hiperlipidica pode ter consequéncias a
longo prazo sobre a func¢do cardiaca da prole, sendo os efeitos mediados por mecanismos

distintos entre os sexos.

2.6 Equilibrio Redox

O equilibrio redox ¢ um aspecto fundamental da homeostase celular, desempenhando
papel essencial na regulagdo do metabolismo e na protecdo contra danos oxidativos. Esse
balango ¢ determinado pelo delicado controle entre a geragdao de EROS e a capacidade do
organismo de neutralizd-las por meio de sistemas antioxidantes enzimaticos € nao
enzimaticos. O estresse oxidativo ocorre quando esse equilibrio € perturbado, resultando no
acumulo excessivo de EROS, que podem causar danos estruturais e funcionais a lipideos,
proteinas e modificagdes irreversiveis no DNA, comprometendo a integridade celular e
desencadeando respostas inflamatorias e apoptoticas (Figura 5) (Noeman; Hamooda; Baalash,

2011; Roberts; Sindhu, 2009).
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Figura 5. Visdo geral da geracgdo e desintoxicagdo enzimatica antioxidante de Espécies
Reativas de Oxigénio (EROS). Oxigénio (0O2), superoxido dismutase (SOD), agua (H20),
grupo hidroxila (OH), catalase, glutationa peroxidase (GPX), glutationa reduzida (GSH),

glutationa oxidada (GSSG). Fonte: adaptado de Roberts; Sindhu (2009).
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Estudos demonstram que o estresse oxidativo esta fortemente associado a doengas
metabolicas e inflamatdrias, incluindo obesidade, diabetes tipo 2 e DCVs. A obesidade, em
particular, contribui significativamente para o desequilibrio redox, uma vez que a
hiperglicemia, dislipidemia e a inflamagdo cronica promovem a geracdo excessiva de radicais
livres e reduzem a eficiéncia dos sistemas antioxidantes enddgenos (Noeman; Hamooda;

Baalash, 2011; Tain; Hsu, 2022).

No coragdao a disfungdo mitocondrial induzida pelo estresse oxidativo desempenha
papel central na progressao das complicagdes metabolicas associadas a obesidade. O aumento
do consumo de oxigénio, resultante da sobrecarga mecanica e da elevagdo do trabalho
miocardico, acelera o fluxo de elétrons na cadeia transportadora de elétrons mitocondrial,
favorecendo a produgdo de anions superoxido (O,) e promovendo um ciclo vicioso de
peroxidacdo lipidica (reacdo que degrada lipidios) e apoptose ou necrose celular, dependendo
do estado energético da célula. Esse processo estd associado a alteracdes estruturais no
miocardio, incluindo reducdo da contratilidade, fibrose e predisposi¢cdo a arritmias cardiacas,

podendo levar a insuficiéncia cardiaca e a morte subita (Noeman; Hamooda; Baalash, 2011).

Noeman; Hamooda; Baalash (2011) demonstraram que ratos albinos brancos, machos
e fémeas, submetidos a uma dieta hiperlipidica por 16 semanas apresentaram aumento
significativo no peso corporal e nos niveis séricos de triglicerideos, colesterol total e
colesterol LDL, acompanhados por redu¢ao dos niveis de colesterol HDL. Além disso, a
peroxidagdo lipidica, avaliada pelos niveis elevados de malondialdeido (MDA) e proteinas
carboniladas (PCO), foi um dos principais marcadores do estresse oxidativo nos tecidos
hepatico, renal e miocardico. Essa peroxidagdo compromete a funcdo celular e agrava o
processo inflamatorio, contribuindo para a progressao de complicacdes metabdlicas (Noeman;
Hamooda; Baalash, 2011; Tain; Hsu, 2022). Em paralelo, os autores observaram significativa
reducdo nas atividades das principais enzimas antioxidantes como a glutationa S-transferase
(GST), glutationa peroxidase (GPx) e da enzima paraoxonase 1 (PON1), sem alteragdo na
atividade da CAT nos tecidos hepatico e miocardico, mas com reducao nos tecidos renais.
Esses sistemas antioxidantes atuam na neutralizagdo de radicais livres, prevenindo danos
oxidativos em componentes celulares. A reducdo da atividade dessas enzimas pode ser
atribuida a inativacdo direta por produtos da peroxidagdo lipidica, como MDA, além do
consumo acelerado desses antioxidantes na tentativa de combater o estresse oxidativo

exacerbado na obesidade. Esses achados reforcam a hipotese de que a obesidade ¢ um fator de
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risco para o aumento do estresse oxidativo, contribuindo para disfuncdes metabdlicas e

cardiovasculares associadas a essa condi¢do (Noeman; Hamooda; Baalash, 2011).

Habbout e colaboradores (2013) demonstraram que camundongos da linhagem
C57BL/6 submetidos a programacdo metabolica por superalimentagdo neonatal,
apresentaram ao desmame (21 dias de idade), aumento na expressdo de varios genes
associados a estrutura da MEC cardiaca, bem como incremento na expressao cardiaca do
RNA mensageiro para a apelina e na expressao da proteina do seu receptor, APJ. A apelina,
uma adipocitocina com potente atividade inotropica, também desempenha papel essencial na
formagdo de cardiomidcitos e no desenvolvimento cardiaco. Aos sete meses de idade, a prole
apresentou aumento significativo da adiposidade, hipercolesterolemia, hiperinsulinemia e
hiperleptinemia. No tecido miocardico, verificou-se aumento da atividade das enzimas
antioxidantes SOD e CAT, indicando a presenca de estresse oxidativo. Esses animais também
demonstraram reducdo da fracdo de ejecdo e do percentual de encurtamento do ventriculo
esquerdo, acompanhados por maior deposi¢ao de colageno, possivel resisténcia ventricular a

leptina e hipertensdo arterial (Habbout et al., 2013).

O estresse oxidativo também emerge como um dos principais mecanismos
envolvidos na fisiopatologia da programagdo fetal adversa induzida por dieta hiperlipidica
materna. Durante o periodo gestacional, a produgdo excessiva de EROS pode sobrecarregar os
sistemas antioxidantes do feto, levando a programacio de desfechos patologicos, incluindo
hipertensao arterial na vida adulta (Tain; Hsu, 2022). Em seu estudo de revisao, Tain e Hsu
(2022) discutiram evidéncias atuais que ligam dieta rica em gordura das progenitoras a
hipertensdo na prole, fornecendo uma visdo geral dos mecanismos potenciais subjacentes a
hipertensdo de origens desenvolvimentais. Em seu compilado relatam resultados do
acompanhamento da prole de ratos, camundongos e coelhos, desde a infancia até a idade
adulta. Os autores indicaram que a dieta hiperlipidica das matrizes estd associada ao aumento
da peroxidagdo lipidica aos 90 dias de idade, dano oxidativo ao DNA e formagdo do agente
oxidante peroxinitrito (ONOQ"), além da regulacdo positiva de enzimas produtoras de EROS.
O acumulo de estresse oxidativo nos vasos sanguineos e nos rins da prole tem sido implicado

diretamente na hipertensdo induzida por dieta rica em lipidios das matrizes (Tain; Hsu, 2022).

Fernandez-Twinn e colaboradores (2012), investigaram os efeitos da dieta
obesogénica de progenitoras (camundongos fémeas) sobre o fenotipo cardiaco da prole e

examinaram o0s mecanismos moleculares associados. Camundongos fémeas foram
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alimentadas com dieta obesogénica antes e durante a gestacdo e lactagdo, enquanto o grupo
controle recebeu uma dieta normocaldrica. Durante a gravidez e a amamentacdo, as matrizes
submetidas a dieta obesogénica apresentaram ganho de peso e aumento do acumulo de
gordura em comparacdo com os controles. Apoés o desmame aos 21 dias, os filhotes foram
mantidos sob dieta padrdo até a oitava semana de vida, periodo no qual foram avaliadas
alteracdes morfoldgicas e funcionais cardiacas, bem como biomarcadores de estresse
oxidativo. A prole das matrizes expostas a dieta obesogénica apresentou aumento da massa
cardiaca, com elevagdo nas razdes entre o peso do coragdo-corpo € o peso do
coracdo-comprimento da tibia. Além disso, observou-se aumento da espessura da éarea da
parede livre do ventriculo esquerdo e aumento da largura dos midcitos. Essas alteragoes
estruturais foram acompanhadas por aumento na expressao de marcadores moleculares
associados a hipertrofia cardiaca, sugerindo uma predisposicdo ao desenvolvimento de
disfuncao cardiaca na vida adulta.

No nivel molecular, Fernandez-Twinn et al. (2012) observaram que a prole de
matrizes alimentadas por dieta obesogénica apresentou hiperinsulinemia e agdo aumentada da
insulina por meio de proteina quinase serina/treonina (AKT) e alvo mecanicista da rapamicina
(mTOR, do inglés mechanistic target of rapamycin), levando a uma ativagao exacerbada de
vias intracelulares associadas ao crescimento celular, cuja sinalizagdo funciona na
proliferagdo, diferenciacdo e sobrevivéncia celular, e regula a indugao de hipertrofia cardiaca.
Paralelamente, verificou-se aumento na fosforilagdo de uma proteina associada ao
remodelamento patologico do miocardio. Além disso, foi identificado um quadro de estresse
oxidativo na prole exposta a dieta obesogénica das matrizes, evidenciado pelo aumento da
expressao de um componente da NADPH oxidase (Nicotinamida Adenina Dinucleotideo
Fosfato Hidrogénio), ¢ pela redu¢ao dos niveis de superdxido dismutase de manganés
(MnSOD), uma enzima antioxidante essencial para a defesa celular. Esse desequilibrio redox
foi corroborado pelo aumento dos niveis de marcador de peroxidacao lipidica.

Os achados de Fernandez-Twinn e colaboradores (2012) indicam que a dieta
obesogénica das progenitoras promove hipertrofia cardiaca associada ao estresse oxidativo e a
ativacdo de vias de sinalizagdo celular relacionadas ao crescimento e remodelamento do
miocardio. Importante destacar que tais alteragdes ocorreram independentemente da
obesidade da prole, sugerindo um efeito decorrente da exposicdo intrauterina e durante a

lactacao a dieta materna desbalanceada.
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2.7 Justificativa

A obesidade configura-se atualmente como um dos principais problemas de saude
publica com prevaléncia crescente em todo o mundo, segundo dados da OMS (2022). No
Brasil, a situacdo segue a tendéncia mundial, com aumento progressivo dos indices de
sobrepeso e obesidade em adultos (IBGE, 2020). A obesidade ¢ considerada fator central no
desenvolvimento de diversas comorbidades, especialmente as DCVs, diabetes tipo 2 ¢ a SM.

Considerando que a obesidade e a hiperleptinemia, frequentemente associadas,
desempenham papel determinante na ativagdo de vias moleculares que afetam diretamente a
contratilidade, o metabolismo energético, a hipertrofia cardiaca e a pressdo arterial, este
trabalho destaca a importancia de investigar os mecanismos fisiopatoldgicos subjacentes as
alteragdes metabolicas induzidas pela programagdao da prole por DH materna durante a
gestacdo e lactacdo, com foco especial no comprometimento da funcao cardiaca.

Modelos experimentais de programagdo metabdlica tém sido fundamentais para
compreender como fatores nutricionais, como o consumo materno de DH, influenciam
negativamente a saude da prole. Em nossos estudos prévios, verificamos que a exposi¢ao
intrauterina ¢ durante a lactagdo a DH compromete a fungao cardiaca da prole na fase jovem e
adulta. Dessa forma, a andlise da via de sinalizag¢do da leptina e do estresse oxidativo cardiaco
torna-se essencial para a elucidacdo dos mecanismos moleculares envolvidos nas alteragdes
estruturais e funcionais observadas no coragao desses animais.

Compreender tais processos ¢ fundamental ndo apenas para aprofundar o
conhecimento sobre a fisiopatologia da programagdo metabodlica por DH materna, mas
também para subsidiar o desenvolvimento de estratégias terapéuticas, tanto medicamentosas
quanto ndo medicamentosas, como, por exemplo, a suplementacio com antioxidantes nao
enzimaticos, que possam atenuar ou reverter os efeitos deletérios da programacao por DH
materna sobre o sistema cardiovascular da prole. Ademais, os achados deste estudo podem
contribuir para o avango de novas tecnologias voltadas a prevencdo e ao tratamento das
DCVs, com potencial impacto positivo sobre a satde publica e a qualidade de vida da

populagdo.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito do consumo materno de dieta hiperlipidica sobre os niveis plasmaticos
de leptina e a expressdo cardiaca de leptina, das proteinas envolvidas em sua via de
sinalizacdo celular e o estresse oxidativo no coragdo dos animais machos da prole ao

desmame e na fase adulta.

3.2 Objetivos Especificos
Ao desmame:

* Analisar o peso corporal;

» Avaliar a adiposidade das proles através do peso relativo dos reservatorios de tecido
adiposos branco inguinal, epididimal e retroperitoneal;

= Dosar a leptina sérica;

= Analisar o peso relativo do coragdo como uma medida indireta de hipertrofia;

= Analisar a expressdo cardiaca do receptor para leptina através da técnica de Western blot;

Na fase adulta:

= Analisar o peso corporal;

* Avaliar a adiposidade das proles através do peso relativo dos reservatorios de tecidos
adiposos branco inguinal, epididimal e retroperitoneal;

= Dosar a leptina sérica;

= Avaliar o peso relativo do coragdo como uma medida indireta de hipertrofia;

= Avaliar a expressdo cardiaca do RNAm da leptina por q-PCR;

* Analisar a expressao cardiaca a expressao proteica dos componentes da principal via de
sinalizacdo da leptina no coragdo: ObR, JAK-2, STAT-3, STAT-3p e SOCS-3; através da a
expressdo cardiaca do receptor para leptina através da técnica de Western blot,

= Avaliar o estresse oxidativo no tecido cardiaco através da geragcdo de perdxido de

hidrogénio (H202).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Ratos da linhagem Wistar foram adquiridos no biotério do Instituto de Ciéncia e
Tecnologia em Biomodelos (ICTB/Fiocruz) - Ciéncia em Animais de Laboratorio (CAL).
Esses animais foram mantidos no biotério de experimentacdo do Departamento de Ciéncias
Fisioldgicas da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), com controle de
temperatura (22+1°C) e fotoperiodo (6:00-18:00h), e receberam ragdo e agua ad libitum. O
modelo experimental desta dissertagdo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Satide da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro

(protocolo: 017/2014-CEUA/IB/UFRRYJ).

4.2 Desenho Experimental

O desenho experimental utilizado neste trabalho foi adaptado de Franco e colaboradores
(2012). Ratas Wistar, com aproximadamente 60 dias de idade, foram alocadas de forma
aleatoria em dois grupos. O grupo controle (C) foi constituido por 20 ratas, as quais
receberam somente dieta normolipidica, contendo 9% de lipidios. O grupo dieta hiperlipidica
(DH), também constituido por 20 ratas, receberam somente dieta hiperlipidica, contendo 29%
de lipidios. As ratas receberam suas respectivas dietas durante 8 semanas antes do
acasalamento, permaneceram sob as respectivas dietas durante todo o periodo de gestagdo e

lactagdo das ninhadas (Figura 6).

Acasalamento (machos ndo obesos)

ratas Wistar l

— S
L 7 Controle (C) ou Dieta Hiperlipidica (DH)
=\ |

(& | | |

p Rl | 8 semanas | Gestacao Lactacao ‘
(60 dias)

Nascimento

&0’
Lo&

Figura 6. Representacdo esquematica da obtencdo do modelo experimental. Ratas Wistar
(£60 dias) divididas aleatoriamente em Grupo controle (C), que receberam dieta controle
normolipidica e Grupo dieta hiperlipidica (DH), por 8 semanas antes do acasalamento e
durante toda a gestagao e lactagdo das ninhadas. Fonte: Rangel (2022), adaptado de Franco e
colaboradores (2012).
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Durante todo esse periodo de 8 semanas, o ganho de peso corporal, assim como o
consumo alimentar das matrizes foram acompanhados. Apos esse periodo, as ratas de ambos
os grupos foram acasaladas com ratos que receberam dieta normolipidica durante toda vida.
No periodo do acasalamento, foi utilizado a propor¢do de um macho para cada duas fémeas.
A concepgdo foi confirmada apds a visualizagdo do p/ug vaginal e, a partir desse momento, as
fémeas consideradas gravidas foram separadas e mantidas em gaiolas individuais. Os filhotes
das matrizes que receberam racao normolipidica formaram a prole Controle (C) e os filhotes
das matrizes que receberam ragdo hiperlipidica deram origem a prole Dieta Hiperlipidica
(DH). Ao nascimento, foram selecionados seis filhotes por ninhada e os grupos C e DH
continuaram recebendo suas respectivas dietas durante a fase de gestacdo e lactagdo de seus

filhotes (Figura 7).

Dieta Controle (2% gordura) Dieta Hiperlipidica (29% gordura)

&2 & Lr ez
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Prole Controle (C) Prole Dieta Hiperlipidica (DH)

Figura 7. Representacdo esquematica da identificagdo das proles analisadas. As matrizes
em dieta controle originaram a prole Controle (C) e as matrizes em dieta hiperlipidica
originaram a prole Dieta Hiperlipidica (DH). Fonte: Rangel (2022), adaptado de Franco e
colaboradores (2012).

A racdo com alto teor de lipideos foi produzida por nosso grupo de pesquisa no proprio

laboratodrio. A tabela 1 descreve os ingredientes utilizados e suas concentragoes.
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Tabela 1. Composi¢io da dieta hiperlipidica purificada 5400 cal/Kg (Prag Solugdes®™).

Produto (p/p) Calorias Calorias (%)
Amido de milho 13,05 522 9,67
Caseina 18,70 748 13,85
Amido 13,20 528 9,78
Dextranizado
Sacarose 10,00 400 7,41
Oleo de soja 4,00 360 6,67
Celulose 5,00 0 0,00
Microcristalina
MIX Mineral 3,50 0 0,00
AIN93 G
MIX 1,00 40 0,74
Vitaminas AIN 93
L-Cistina 0,30 12 0,22
Cloreto de Colina 0,25 0 0,00
Banha 31,00 2790 51,66
Total 100,0 5400 100,0

Aos 21 dias de idade, os animais das proles C e DH foram desmamados, parte desses
animais foi eutanasiada, através de uma camara de CO2, e o restante aos 180 dias de idade
pelo método da guilhotina. Os animais que foram eutanasiados na fase adulta, apds o
desmame, foram realocados e a partir de entdo, os animais de ambas as proles receberam

somente dieta normolipidica (Figura 8) até os 180 dias de idade.

Dieta Controle (9% gordura) Dieta Hiperlipidica (29% gordura)
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Figura 8. Representagdo esquematica do acompanhamento das proles macho C e DH do
desmame a idade adulta (180 dias). Ambas as proles receberam somente dieta controle
normolipidica durante este periodo. Fonte: Rangel (2022).
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No dia da eutanasia, os cora¢des foram coletados, atrios e ventriculos foram separados e
pesados. Em seguida os ventriculos esquerdos foram seccionados para serem utilizados nas
seguintes analises moleculares: avaliagdo da expressdo proteica pelo método de Western
Blotting; avaliagdo da expressdo génica do RNAm da leptina por qPCR e producdo de
peréxido de hidrogénio. Essas amostras foram armazenadas a -80°C até o momento das
analises.

O sangue foi coletado do tronco do animal e posteriormente centrifugado a 604 xg,
durante 15 minutos, a 4°C e o soro armazenado a -20°C para posterior dosagem da leptina
sérica através da técnica de Radioimuniensaio (RIA). Além disso, os tecidos adiposos brancos
inguinal, retroperitoneal e perigonadal foram coletados e seus pesos mensurados. A tibia
também foi coletada, dissecada, ¢ o comprimento mensurado através do paquimetro. O
comprimento da tibia em centimetros (cm) serviu como fator de normalizagao para as massas
pesadas, o qual obteve a massa relativa dos tecidos através da razao entre peso de cada 6rgado

e comprimento tibial.

4.3 Avaliacao da Hipertrofia Cardiaca

O coragao foi coletado e lavado em solugdo gelada de salina (NaCl 0,9%) tendo como
objetivo a remocgao de sangue e coagulos. Os atrios e ventriculos foram separados, secos em
papel de filtro, pesados e seus valores anotados e normalizados pelo comprimento da tibia. O
peso relativo do coragdo foi utilizado como um indice indireto de hipertrofia cardiaca (Otten

et al., 1986; Sjaastad et al., 2000).

4.4. Dosagem de Leptina Sérica

A dosagem de leptina sérica das proles aos 21 e 180 dias de idade foi realizada através
da técnica de RIA realizada no Departamento de Biofisica da UFRRJ, na qual utiliza-se um
antigeno de interesse marcado com um isétopo radioativo, com uma quantidade conhecida de
seu anticorpo para medir a concentragdo de antigenos, utilizando o kit comercial RIA kit Rat

Leptin Millipore® (Cat. #RL-83R).
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4.5 Analise da Expressao de Proteinas da Via de Sinalizacdo da Leptina (ObR, JAK2,
STAT3, STAT3p e SOCS3)

A proteina total foi extraida apds a homogeneizagao de aproximadamente 40 mg de
tecido ventricular das proles, em uma solu¢do gelada de tampao de lise e um coquetel de
inibidores de proteases (Complete, Roche®, Germany). Foi utilizado para a extracdo de
proteinas o homogeneizador Turrax, com kit para quantificar no espectro e fazer a curva de
proteina com albumina. As amostras de proteina foram fracionadas em géis de
poliacrilamida. Apds a eletroforese, as amostras foram transferidas para uma membrana de

PVDF para posterior incubagdo com os anticorpos especificos.

As membranas, contendo as amostras proteicas foram incubadas com solugdo TBS
contendo leite desnatado (Molico®) 5%, durante 1 hora a temperatura ambiente. Apos
bloqueio e identificacdo das membranas, estas foram incubadas overnight em temperatura
entre 4-10°C, na preseng¢a de diferentes dilui¢des dos anticorpos policlonais para receptor de
leptina (OBR) e proteinas da sua via de sinalizacdo: JAK-2, STAT3, a sua isoforma
fosforilada STAT3p e SOCS3 (Santa Cruz Biotechnology®™). A expressio de GAPDH
(Affinity Bioreagents®) e ciclofilina (Affinity Bioreagents®) foram usados como controle
interno. Os anticorpos foram diluidos em solu¢do TBS, contendo leite desnatado (Molico)

2%.

No dia seguinte, as membranas foram incubadas a 25°C durante 2 horas, na presenca
do anticorpo secundario contra IgG de coelho conjugado a peroxidase ou contra IgG de
camundongo conjugado a biotina (Santa Cruz Biotechnology®) diluido em TBS, contendo
Molico 1%, em diferentes concentragdes. Nova incubacdo com Estreptavidina foi necessaria
ao utilizar-se o anticorpo conjugado a biotina, por 1 hora. Entre as incubagdes, as membranas

passaram por lavagens com TBS-T 0,1%.

Ap6s este procedimento a membrana recebeu mais lavagens com TBS-T 0,1%, e foi
revelada utilizando o método de luminescéncia nio radioativa de detec¢do de antigenos
especificos imobilizados (ECL Western Blotting System — Amersham Biosciences®), segundo
protocolo do fabricante. Os hibridos foram visualizados através de auto-radiografia e a analise

densitométrica realizada utilizando o Software Image J.
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Os valores da concentragdo proteica, concentracdo do gel de poliacrilamida, dilui¢do
dos anticorpos primarios, secundarios e da Estreptavidina, de acordo com a proteina da via de

sinalizagdo da leptina analisada foram listados na Tabela 2.

Tabela 2. Condicdes experimentais padronizadas para cada anticorpo.

Proteina [proteina] % do Gel [Anticorpo [Anticorpo [Estreptavidina]
ug primario] secundario]

OBR 30 10 1:500 1:10000 1:400000
JAK2 20 15 1:400 1:10000 1:400000
STAT3 20 15 1:300 0,6:10000 1:400000
STAT3p 20 15 1:400 1:10000 1:400000
SOCS3 30 10 1:300 1:10000 1:400000
GAPDH 20a30 10e15 1:800 1,2:10000 1:400000
Ciclofilina 20a30 10e 15 1:90000 1,2:10000 1:400000

4.6 Quantificacao da Expressao Génica do RNAm da Leptina

O RNA total do tecido ventricular cardiaco foi obtido utilizando o reagente TRIZOL
(Invitrogen, USA), uma solugdo monofasica de fenol e isotiocianato de guanidina. Foi
adicionado 1 mL de TRIZOL a 100 mg das amostras, em seguida estas foram
homogeneizadas usando um processador ultra-turrax e incubadas, por 10 minutos, a
temperatura. Apos a incubagdo foi adicionado 0,2 mL de cloroféormio (SIGMA, USA) a cada
uma das amostras, e estas foram incubadas por 5 minutos, e entdo centrifugadas a 12000 xg

por 15 minutos. A fase aquosa foi transferida para tubos tipo eppendorf, novos, € o RNA
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precipitado com 0,5 mL de isopropanol (SIGMA, USA). As amostras foram incubadas por 10
minutos a temperatura ambiente e centrifugadas por 10 minutos a 12000 xg. O precipitado de
RNA, resultante da centrifugacdo, foi lavado com 1 mL de etanol 70% (SIGMA, USA), seco
a temperatura ambiente e solubilizado em dgua tratada com DEPC (SIGMA, USA).

A concentracdo do RNA obtido foi determinada por espectrofotometria a 260 nm e sua
integridade foi confirmada por visualizagdo do RNA em gel de agarose 1% em TAE 1x. As
amostras contendo o RNA integro foram armazenadas a -20°C para posterior obtencdo do

cDNA.

4.6.1 Transcricao reversa

A reacdao de transcricdo reversa foi realizada utilizando a enzima Superscript III
(Invitrogen, USA) e oligo(dT) em um volume final de 20 mL conforme o protocolo do
fabricante. Nesta reagdo 1 micrograma do RNA total de cada amostra foi incubado com
oligo(dT), dNTPs (10 mM de cada - dATP, dCTP, dGTP, dTTP- PROMEGA, USA) e 4gua
tratada com DEPC a 65°C por 5 minutos em um termociclador MWG Biotech-Primus. Foram
acrescentados a reacao, tampao first strand, 5 mM DTT e 50 U/mL da enzima Superscript III,
e incubados novamente a 42°C por 50 minutos. A reagdo foi finalizada incubando a 70°C por

15 minutos. O ¢cDNA obtido foi armazenado a -20°C até a sua utilizag3o.

4.6.2 PCR em tempo real

O cDNA foi adicionado a uma placa de reagdo junto com uma mistura contendo os
iniciadores especificos, agua deionizada autoclavada e tampao SYBR Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems, EUA), que contém 100 mM KCl, 40 mM Tris-HCI pH 8,4, 0,4 mM de
cada ANTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 50 U/mL Taq DNA polimerase, 6 mM MgCl, ,

SYBR Green I e 20 nM fluoresceina. As amostras foram analisadas em duplicata.

A quantificacdo da expressdo dos genes foi realizada na maquina de Real-Time PCR
(Applied Biosystems, EUA), que detecta mudangas na concentragdo das amostras por
fluorescéncia. Apos desnaturagdo inicial a 50° C por 2 minutos e a 95° C por 10 minutos, as
reacOes de amplificacdo seguiram parametros especificos que estdo descritos na tabela 3,
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assim como as dilui¢des de cada cDNA utilizadas para cada iniciador. A fluorescéncia do
SYBR Green foi medida ao final de cada ciclo para monitorar a quantidade do produto
amplificado formado durante a ciclagem. O gene 36b4 foi utilizado como controle interno nas
reacoes de amplificacdo. A sequéncia dos iniciadores esta descrita na tabela 4 (Cordeiro et al.,

2013).

No presente trabalho, utilizamos o método de quantificagdo relativa das amostras que
descreve as mudancas na expressdao do gene alvo leptina no grupo experimental em relagdo a
expressao do grupo controle, que foi considerado como 1. Os niveis relativos de RNAm
foram determinados pela comparacdo do limiar (threshold) dos ciclos (Ct, do inglés cycle
threshold) de PCR entre os grupos. A normaliza¢ao pelo controle interno, cuja expressao nao
se altera nas diferentes manipulagdes do estudo, foi feita subtraindo o valor do Ct do gene em
ZACt

estudo do valor do Ct do 36b4 e esses valores obtidos foram submetidos a férmula

(Ponchel, 2003) e em seguida as andlises estatisticas.

Tabela 3. Condi¢des da reagcdo de PCR em tempo real para os iniciadores especificos.

Condicdes para a amplificaciio

Iniciadores  Diluigiio do cDNA  Ciclos

Desnaturacio Duragio  Anelamento Duragio Polimerizacio duracio

Lep/36p4 1:10 40 95°C 157 33°C 307 T0°C 45"

Tabela 4. Iniciadores utilizados na reacao de PCR em tempo real.

Iniciador Direto Reverso
Leptina S'CATCTGCTGGCCTTICTCCAAY S'ATCCAGGCTCTCTGGCTTCTG3?
36p4 STGTTTGACAACGGCAGCATTT?® S*CCGAGGCAACAGTTGGGTA3®
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4.7 Quantificacdao Cardiaca de H,0,

O estresse oxidativo no tecido cardiaco da prole aos 180 dias de idade foi avaliado
através da quantificacdo de peroxido de hidrogénio. A geragdo de H,O, foi quantificada pelo
método AmplexRed / HRP (Molecular Probes), que detecta o acamulo de produtos oxidados
fluorescentes. As amostras do ventriculo foram homogeneizadas em tampao fosfato e em
seguida incubadas com tampao fosfato de sodio 0,3M, pH 7,2; EGTA 1mM, superoxido
dismutase (100U/mL; Sigma), horseradish peroxidase (0,5U/ml; Roche), Amplex red (50uM;
Molecular Probes), NADPH (1mM) e a fluorescéncia emitida foi medida imediatamente no
leitor de microplacas (Victor3, Perkin Elmer) utilizando os comprimentos de onda de
excitagdo em 530nm e emissdo em 595nm (Fortunato et. al., 2010). A atividade enzimatica
especifica foi expressa em nanomoles de H,O, por hora, por miligrama de proteina

(nmol.h”.mg™).

4.8 Analise Estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padrao da média. Teste t-Student
nao-pareado e analise de variancia uni- ou bi-variada foram utilizados quando necessarios.
Testes nao-paramétricos (Kruskall-Wallis para mais de 2 grupos e Mann-Whitney para até
dois grupos) foram realizados para os valores que ndo apresentaram distribuicdo normal.
Diferencas foram consideradas significativas quando p<0,05. O programa estatistico
GraphPad Prism 9 foi utilizado para o tratamento dos dados.
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5 RESULTADOS

5.1 Acompanhamento da Massa Corporal e Ingestio Alimentar das Matrizes Durante o

Consumo das Dietas

Para avaliar os possiveis efeitos do consumo de DH sobre a massa corporal e a
ingestao alimentar das matrizes, foi realizado o acompanhamento a cada sete dias, durante
oito semanas. A analise da evolugcdo da massa corporal revelou que nao houve alteragdes
significativas entre os grupos C e DH ao longo das semanas que antecederam o acasalamento

(Figura 9).
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Figura 9. Evolucao do ganho de massa corporal (g) das matrizes dos grupos C (n=20) e DH
(n=20) ao longo de 8 semanas antes do acasalamento. Os dados estdo expressos como média
+ erro padrao da média. Teste Two-Way ANOVA, seguido de pds-teste Sidak.

Em relagdo a ingestdo alimentar das matrizes, durante as oito semanas, avaliamos a
diferenga entre a quantidade (g) inicial e final de ra¢do fornecida semanalmente para cada
rata. Observamos que, na primeira semana, as matrizes DH consumiram 37% menos ra¢cdo em
comparagao as fémeas do grupo C. Essa redugdo persistiu ao longo das semanas seguintes,
com uma ingestdo 50% menor na segunda semana e 43% menor na terceira. Na quarta e
quinta semanas, o consumo alimentar permaneceu reduzido em aproximadamente 50% e

54%, respectivamente. Na sexta semana, a diferenca no consumo entre os grupos C e DH foi
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de cerca de 38%, enquanto na sétima semana a reducdo atingiu aproximadamente 54%. Por
fim, na oitava semana, as ratas DH ingeriram 30% menos racdo em relacdo as fémeas do

grupo C (Figura 10).
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Figura 10. Ingestdo alimentar (g/animal/dia) das matrizes dos grupos C (n=20) e DH (n=20)
ao longo das 8 semanas anteriores ao acasalamento. Os dados estdo expressos como média +
erro padrao da média. * p<0,05. Teste Two-Way ANOVA, seguido de pds-teste de Sidak.

5.2 Acompanhamento dos Animais Machos das Proles do Nascimento ao Desmame (21
Dias de Idade)

Ao nascimento, os filhotes das matrizes do grupo C compuseram a prole C, enquanto
os das matrizes do grupo DH formaram a prole DH. Para evitar variagdes significativas no
tamanho das ninhadas, foram selecionados aleatoriamente seis filhotes por matriz.

No grupo C, das 20 matrizes submetidas a dieta, 16 geraram ninhadas vidvesis,
totalizando 96 filhotes, sendo 49 machos e 47 fémeas. Durante a lactagcdo, dois filhotes
machos foram descartados ou morreram devido a discrepancias no crescimento, apresentando
baixo peso em relagao ao restante na dinhada. Assim, ao desmame, permaneceram 47 machos
e 47 fémeas.

No grupo DH, das 20 matrizes submetidas a dieta hiperlipidica, apenas 10 ninhadas
foram obtidas, resultando em um total de 60 filhotes, dos quais 29 eram machos e 31 fémeas.
Durante a lactacdo nao houve perdas nesse grupo, mantendo-se o mesmo numero de filhotes
ao desmame.

Para a realizacdo dos ensaios experimentais foi selecionado um filhote macho por

ninhada apds o desmame.
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5.2.1 Peso corporal dos filhotes do nascimento ao desmame

Para avaliar o impacto da dieta hiperlipidica materna no ganho de peso da prole, o
peso dos filhotes foi monitorado a cada trés dias, do nascimento até o desmame, aos 21 dias
de idade. A evolugdo do peso dos 47 filhotes machos da prole C e dos 29 filhotes machos da

prole DH esta apresentada na figura.

A partir do 6° dia poés-natal, os filhotes machos da prole DH comegaram a apresentar
aumento de peso significativo em comparagdo aos da prole C, com incremento de
aproximadamente 15% nos dias 6 e 9, atingindo 23% no final da lactagdo (0 dia: Machos C=
6,7 = 0,1g; DH= 6,7 = 0,1g; 3° dia: C=10,9 = 0,2g; DH= 11,8 £ 0,3g; 6° dia: C= 16,3 = 0,3g;
DH= 18,8 + 0,4g; 9° dia: C= 23,6 £ 0,3g; DH= 26,6 + 0,4g; 12° dia: C= 30,2 + 0,4g; DH=
36,5 + 0,3g; 15° dia: C= 38,1 + 0,4g; DH= 46,0 £ 0,4g; 18° dia: C=46,0 = 0,5g; DH= 56,1 +
0,4g; 21° dia: C=55,9 £ 0,7g; DH= 68,7 = 0,8g) (Figura 11).

Prole machoC W Prole macho DH

Massa corporal (g)

Tempo (dias)

Figura 11. Evolucdo da massa corporal dos filhotes machos das proles C (n=47) e DH
(n=29), durante todo o periodo de lactacdo. Os dados estdo expressos como média + erro
padrdo. *p<0,05. Teste two-way ANOVA seguido de pos-teste Sidak.

Durante todo o periodo de amamentacdo, os filhotes machos da prole C nao
mostraram variagdes estatisticamente significativas no peso. Esses achados sugerem que a
ingestdo materna de uma dieta hiperlipidica promove maior ganho de peso na prole macho

DH em comparag¢ao a prole macho C (Figura 11).
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5.2.2 Avaliacio do peso dos tecidos adiposos inguinal, retroperitoneal e epididimal, e do

coracio

Para determinar se o aumento do peso corporal observado ao desmame estava
associado ao aumento na adiposidade, foram analisados os depoésitos de tecido adiposo
visceral (retroperitoneal e epididimal) e subcutaneo (inguinal). Para esta medi¢ao o peso do
TAB foi corrigido pelo comprimento da tibia. A andlise do TAB retroperitoneal revelou que
os filhotes machos da prole DH apresentaram aumento em 1,51x comparado ao controle, aos
21 dias de idade (Tabela 5). A avaliagio do TAB epididimal mostrou que a prole DH
apresentou aumento de 1,27x na adiposidade deste compartimento em comparagdo aos
machos da prole C (Tabela 6), aos 21 dias de idade. Esses achados sugerem que a dieta

hiperlipidica das matrizes contribui para maior acimulo de gordura visceral na prole DH.

Tabela 5. Peso relativo do tecido adiposo retroperitoneal dos animais machos das proles C e
DH aos 21 dias de idade.

Prole Peso relativo do TAB retroperitoneal
(mg/cm)
Machos C 0,008673 + 0,00055
Machos DH 0,021810 + 0,00076*

Os dados sao expressos como média =+ erro padrao. Machos C (n = 12), machos DH (n =8). *p<0,05.
Teste t-Student.

Tabela 6. Peso relativo do tecido adiposo epididimal dos animais machos das proles C ¢ DH
aos 21 dias de idade.

Prole Peso relativo do TAB epididimal (mg/cm)
Machos C 0,008387 + 0,00048
Machos DH 0,01905 + 0,00108*

Os dados sao expressos como média =+ erro padrao. Machos C (n = 14), machos DH (n =8). *p<0,05.
Teste t-Student.
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Em relacdo ao TAB subcutineo, o compartimento inguinal mostrou aumento de 1,11x
da adiposidade nos filhotes machos da prole DH em comparacdo aos da prole C (Tabela 7),
indicando que o consumo materno de dieta hiperlipidica promoveu maior deposicao de

gordura subcutanea.

Tabela 7. Peso relativo do tecido adiposo inguinal dos animais machos das proles C e DH aos
21 dias de idade.

Prole Peso relativo do TAB inguinal (mg/cm)
Machos C 0,04326 +0,00273
Machos DH 0,09136 + 0,0035*

Os dados sdo expressos como média =+ erro padrao. Machos C (n = 13), machos DH (n =7). *p<0,05.
Teste t-Student.

Além da composi¢do corporal, a influéncia da DH das progenitoras na massa cardiaca
da prole foi investigada. Foram analisados o peso relativo do coragdo (mg), corrigido pelo

comprimento da tibia (cm), usado como indice de hipertrofia cardiaca.

Observou-se que os filhotes machos da prole DH apresentaram aumento na massa
relativa do coragdo em comparagdo aos machos da prole C. Ao pesar separadamente as
camaras cardiacas, constatamos que os machos das proles C e DH ndo apresentaram
diferencas significativas na massa atrial. No entanto, evidenciamos que a massa total do
ventriculo foi maior em machos da prole DH, 24,3%, quando comparados a prole C (Tabela
8). Esses dados indicam que o consumo materno de DH promove aumento do peso relativo do
coracdo ¢ do ventriculo sugerindo hipertrofia cardiaca, no entanto como ¢ uma medida

indireta, ha necessidade de técnicas de maior precisdo para fazer essa afirmacao.
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Tabela 8. Peso do coragdo (mg) corrigida pelo comprimento da tibia (cm) e peso dos
ventriculos das proles C e DH aos 21 dias.

Prole Peso relativo do Peso dos ventriculos Peso dos atrios
coragao (mg/cm) (mg/cm)
(mg/cm)
Machos C 0,0141+0,00038 0,01322+0,00034 0,0008857+0,0000065
Machos DH 0,01741+0,00057* 0,01643+0,00055* 0,00097+0,0000062

Os dados sdo expressos como média =+ erro padrdo. Machos C (n=13), machos DH (n=8). *p<0,05.
Teste t-Student.

5.2.3 Avaliacao da leptina sérica

Devido ao aumento na adiposidade dos animais da prole DH avaliamos se a elevagdo
do TAB poderia resultar em aumento da concentracdo sérica de leptina. A avaliagdo foi
realizada por RIA a partir do soro coletado de ambas as proles aos 21 dias de idade (Tabela 9).
Os filhotes machos da prole DH apresentaram aumento superior a 62% na concentragdo sérica

de leptina em comparacao aos machos da prole C.

Tabela 9. Concentragdo sérica de leptina da prole C e DH aos 21 dias de idade.

Leptina sérica Grupo Prole Controle Grupo Prole DH
(ng/mL) ©) (DH)
Filhotes (21 dias) 32+0,2 5,3+ 0,6%

Os valores estdo expressos como média = erro padrdo. Machos C (n = 8), machos DH (n =8).*p<0,05.
Teste t-Student.

5.2.4 Avaliacio do conteuido proteico do receptor ObR no coracgiao das proles
A expressdo protéica foi analisada através da técnica de Western blotting. A avaliacdo
da expressdo proteica do receptor ObR no coracdo dos animais aos 21 dias de idade nao

revelou diferencgas significativas entre as proles DH e C (Figura 12).
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Figura 12. Expressao proteica do receptor ObR na parede livre do VE dos animais machos
das proles C e DH aos 21 dias de idade. A) Imagem representativa da membrana de PVDF do
experimento de western blot, a expressdo de GAPDH foi usada como controle interno. B)
Analise densitométrica da expressao proteica do receptor ObR na parede livre do VE dos
machos das proles C (n=7) e DH (n=7). Dados expressos como média + erro padrao da média.
Teste ¢-Student.

5.3 Acompanhamento da Prole Macho do Desmame a Idade Adulta (180 dias)

5.3.1 Peso corporal da prole do desmame a idade adulta

A partir do desmame, ambos os grupos, prole macho C e DH, foram alimentados
somente com a ra¢do normolipidica durante todo o experimento. A avaliacdo do impacto
nutricional das progenitoras no ganho de peso corporal da prole foi mensurada aos 180 dias,

demonstrando que os animais tiveram aumento no peso corporal em relagdo ao controle
(Figura 13).

46



(&)
o
o
J

550

o w

2 8 300 -

]

O©8 200

o

[72]

® 8 100

ﬂ.m ~
0

Figura 13. Peso corporal dos animais machos da prole C e DH aos 180 dias de idade. Os
valores estdo expressos como média =+ erro padrdo. Machos C (n = 7), machos DH (n =9).
*p<0,05. Teste t-Student.

5.3.2 Avaliacao do peso dos tecidos adiposos inguinal, retroperitoneal e epididimal, e do

coraciao

Aos 180 dias de idade, imediatamente apds a eutanasia, os tecidos adiposos brancos
viscerais (retroperitoneal e epididimal) e subcutianeo (inguinal) foram coletados e pesados.
Para essa andlise, os pesos dos tecidos adiposos foram corrigidos pelo comprimento da tibia.
Verificamos que a prole DH teve aumento do TAB em todos os compartimentos analisados
em comparagdo ao controle (Figuras 14, 15 e 16), o que justifica o aumento de peso
observado anteriormente. Nossos resultados sugerem que o consumo de dieta hiperlipidica

pelas matrizes resultou no aumento da adiposidade na prole DH adulta.
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Figura 14. Peso relativo do tecido adiposo retroperitonial das proles C e DH, aos 180 dias de
idade. Os valores estdo expressos como média + erro padrdo. Machos C (n = 7), machos DH
(n =8). *p<0,05. Teste t-Student.
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Figura 15. Peso relativo do tecido adiposo inguinal das proles C e DH, aos 180 dias de idade.
Os valores estdao expressos como média =+ erro padrdo. Machos C (n = 7), machos DH (n =8).
*p<0,05. Teste t-Student.
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Figura 16. Peso relativo do tecido adiposo epididimal das proles C e DH, aos 180 dias de
idade. Os valores estdo expressos como média + erro padrdo. Machos C (n = 7), machos DH
(n=8). ***p<0,001. Teste t-Student.

A andlise do peso relativo do coragdo, o peso dos atrios e ventriculos revelou que os
animais do grupo DH nao apresentaram diferencas estatisticas em relacao a prole C (Tabela
10). Esses achados sugerem que a programacao fetal induzida pela DH das matrizes nao
resultou em alteragcdes destes pardmetros. No entanto, andlises morfologicas sdo necessarias

para confirmar a presenca ou auséncia de hipertrofia, além de fibrose cardiaca.

Tabela 10. Peso do coracao (g) corrigida pelo comprimento da tibia (cm) e peso dos
ventriculos das proles C e DH aos 180 dias de idade.

Prole Peso relativo do Peso dos ventriculos Peso dos atrios
coracao (g/cm) (g/cm)
(g/cm)
Machos C 0,3775+0,01 0,3588+0,01 0,02+0,01
Machos DH 0,3597+0,01 0,3403+0,02 0,0197+0,001
Os dados sao expressos como média = erro padrao. Machos C (n=13), machos DH (n=8). Teste
t-Student.

5.3.3 Avaliacdo da leptina sérica

Aos 180 dias de idade, os niveis séricos de leptina dos animais do grupo DH eram
aproximadamente cinco vezes mais elevados em comparaciao ao grupo C. As proles DH aos
21 e 180 dias apresentaram niveis séricos elevados de leptina em fun¢do do maior peso da
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massa adiposa, em comparagdo as proles C nos mesmos periodos (Tabela 11). A elevacao do

acumulo de TAB no organismo do animal resulta em maior produgdo de leptina pelo mesmo.

Tabela 11. Concentragao sérica de leptina da prole C e DH aos 180 dias de idade.

Leptina sérica Grupo Prole Controle Grupo Prole DH
(ng/mL) ©) (DH)
Adultos (180 dias) 4,6 +0,6 18,4 £ 5,0%

Os valores estdo expressos como média + erro padrao. Machos C (n = 8), machos DH (n =8).*p<0,05.
Teste t-Student.

5.3.4 Analise da via de sinalizacdo da leptina: expressdo cardiaca do receptor ObR,
JAK-2, STAT-3, STAT-3p, SOCS-3

Conforme visto anteriormente, a avaliagao da expressao proteica do receptor ObR no
coracdo dos animais aos 21 dias de idade ndo revelou diferengas significativas entre as proles
DH e C. No entanto, aos 180 dias de idade, observou-se um aumento significativo na

expressao do ObR no grupo DH em comparagdo ao grupo controle (Figura 17).
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Figura 17. Expressao proteica do receptor ObR na parede livre do VE dos animais machos
das proles C e DH aos 180 dias de idade. A) Imagem representativa da membrana de PVDF
do experimento de western blot, a expressao de GAPDH foi usada como controle interno. B)
Analise densitométrica da expressao proteica do receptor ObR na parede livre do VE dos
machos das proles C (n=5) e DH (n=6). Dados expressos como média + erro padrao da média.
*p<0,05. Teste t-Student.
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A expressdo cardiaca da proteina JAK-2 estava elevada na prole DH em relacdo ao

controle, aos 180 dias (Figura 18).
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Figura 18. Expressao proteica de JAK-2 na parede livre do VE dos animais machos das
proles C e DH aos 180 dias de idade. A) Imagem representativa da membrana de PVDF do
experimento de western blot, a expressao de GAPDH foi usada como controle interno. B)
Andlise densitométrica da expressao proteica de JAK-2 na parede livre do VE dos machos
das proles C (n=4) e DH (n=6). Dados expressos como média = erro padrao da média.
*p<0,05. Teste t-Student.

Aos 180 dias, verificou-se aumento na expressao proteica de STAT-3, mas nio da sua

isoforma fosforilada STAT-3p no grupo DH em relagdo ao grupo controle (Figuras 19 e 20,

respectivamente).
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Figura 19. Expressdo proteica de STAT-3 na parede livre do VE dos animais machos das
proles C e DH aos 180 dias de idade. A) Imagem representativa da membrana de PVDF do
experimento de western blot, a expressdo de GAPDH foi usada como controle interno. B)
Analise densitométrica da expressao proteica de STAT-3 na parede livre do VE dos machos
das proles C (n=5) e DH (n=6). Dados expressos como média + erro padrao da média.
*p<0,05. Teste t-Student.
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Figura 20. Expressao proteica de STAT-3p na parede livre do VE dos animais machos das
proles C e DH aos 180 dias de idade. A) Imagem representativa da membrana de PVDF do
experimento de western blot, a expressao de GAPDH foi usada como controle interno. B)
Andlise densitométrica da expressao proteica de STAT-3p na parede livre do VE dos machos
das proles C (n=5) e DH (n=6). Dados expressos como média =+ erro padrdao da média. Teste
t-Student.
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Analisamos a expressao da proteina SOCS-3 no coragdo, uma vez que esta proteina é
um inibidor da principal via de sinalizagdo da leptina (via JAK2-STAT3), atuando por
feedback negativo intracelular, a SOCS-3 inibe a fosforilagdo de JAK-2 e STAT-3,
representando a ativacdo ou ndo da via. Nossos dados indicam a reducdo da expressdo

cardiaca de SOCS-3 na prole DH aos 180 dias de idade (Figura 21).
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Figura 21. Expressao proteica de SOCS3 na parede livre do VE dos animais machos das
proles C e DH aos 180 dias de idade. A) Imagem representativa da membrana de PVDF do
experimento de western blot, a expressao de Ciclofilina foi usada como controle interno. B)
Andlise densitométrica da expressao proteica de SOCS3 na parede livre do VE dos machos

das proles C (n=6) e DH (n=6). Dados expressos como média = erro padrdao da média.
*p<0,05. Teste t-Student.

5.3.5 RNAm para leptina

Realizamos a analise da expressdo cardiaca do RNAm para Leptina no coragdo, uma
vez que ja foi demonstrado que hd expressdo deste hormoénio pelos cardiomidcitos de
individuos com elevada adiposidade, sugerindo que este hormoénio pode agir de forma
paracrina e autdcrina no coragao. O resultado indica que nao houve diferenca significativa na

expressdo cardiaca do RNAm para leptina entre as proles C e DH (Figura 22).
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Figura 22. Expressdo cardiaca do RNAm da leptina dos animais machos das proles C e DH
aos 180 dias de idade. A expressao de 36B4 foi usada como controle interno. Machos C (n =
3), machos DH (n =6). Dados expressos como média =+ erro padrao da média. Teste t-Student.

5.3.6 Geraciao de H202 nas proles C e DH adulta

Para a avaliagdo do estresse oxidativo no coragdo da prole adulta (180 dias),
analisamos a produ¢do cardiaca de peroxido de hidrogénio (H202). A prole DH apresentou
maior geragdo de H202 quando comparada a prole C (C= 35,66 + 2,89; OM= 44,12 + 2,34
nM/H202) (Figura 23).
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Figura 23. Geracao de H202 das proles C e DH aos 180 dias de vida. Machos C (n = 5),
machos DH (n =6). Os dados estdo expressos como média + erro padrdo da média, *p=0,054.
Teste t-Student.
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6 DISCUSSAO

Neste estudo investigamos o impacto da dieta hiperlipidica durante a gestacdo e
lactagdo de ratas Wistar sobre a adiposidade, leptinemia, a expressdo cardiaca da via de
sinalizacdo da leptina e o estresse oxidativo no coragdo da prole de animais machos ao
desmame e na fase adulta. Para isso realizamos analises de peso corporal, peso relativo de
reservatorios de tecido adiposo branco, da leptina sérica, expressao cardiaca de proteinas que
participam da via de sinalizagdo da leptina, RNAm para leptina e dosamos a producdo de

peroxido de hidrogénio no coragdo da prole.

O crescimento da incidéncia de distarbios metabdlicos, incluindo obesidade e SM, é
atribuido a complexa interacdo entre fatores genéticos, ambientais e comportamentais ao
longo da vida (Mandy; Nyirenda, 2018; Habbout et al, 2013; Chen; Kelly, 2005). A
compreensdo dos fatores envolvidos na origem do aumento da adiposidade pode ser uma
estratégia relevante para sua prevengdo e controle na populacao (Blither, 2019; Scheidl ef al.,

2023).

O periodo gestacional ¢ considerado uma janela critica para a programagdo
metabolica, pois € caracterizado por intensa replicagdo celular e desenvolvimento de 6rgaos e
sistemas (Puche-Juarez et al., 2023; Tain; Hsu, 2022). Evidéncias cientificas apontam que
doencas cronicas podem ser programadas ainda nas fases iniciais da vida, como demonstrado
em estudos que analisam o impacto do tabagismo materno (Mandy; Nyirenda, 2018; Chen,;
Kelly, 2005), diabetes gestacional e obesidade materna sobre a saude da prole (Marousez;

Lesage; Eberlé, 2019; Samuelsson ef al., 2008).

Para reproduzir experimentalmente a elevagdo da adiposidade presente na sociedade
ocidental, sdao utilizadas diferentes composicoes dietéticas. Dentre as estratégias mais
empregadas estdo dietas ricas em lipidios e/ou carboidratos simples, além da chamada “dieta
de cafeteria”, que simula a alimentacdo humana contemporanea (Habbout et al., 2013).
Embora esta ultima forneca um modelo mais realista, a diversidade de macronutrientes

dificulta a identificagdo dos efeitos especificos de cada componente sobre a prole.

Visando minimizar essa limitagdo, foi adotada neste estudo uma dieta hiperlipidica
(DH) predominantemente composta por gordura saturada de origem animal, permitindo a

avaliacdo 1solada desse fator. Dietas hiperlipidicas geralmente possuem um teor lipidico
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superior a 40% e sdo hiper energéticas em comparacao as dietas padrao (Habbout et al., 2013;
Samuelsson et al., 2013b). A literatura sugere que o maior contetdo lipidico na dieta acelera o
desenvolvimento da obesidade, pois os lipidios exercem um efeito dose-dependente sobre a
expressdao génica relacionada ao metabolismo lipidico, particularmente no intestino delgado,

promovendo um ambiente favordvel ao ganho de peso (Samuelsson et al., 2013b).

Buscando evitar os impactos deletérios de uma dieta altamente caldrica baseada em
gorduras, a dieta empregada neste estudo foi formulada com um teor lipidico moderado, 29%
superior ao das dietas normolipidicas (Tabela 1). Dessa forma, as progenitoras submetidas a
essa dieta ndo apresentaram variagdes superiores a 5% na massa corporal antes da concepgao
(Figura 9), em concordancia com investigacdes anteriores do nosso grupo de pesquisa que

utilizaram o mesmo protocolo experimental (Franco et al., 2012).

Analises realizadas por Franco ef al. (2012) utilizando absorciometria de raios-X de
dupla energia (DEXA, do inglés, dual energy X-ray absorptiometry) indicaram aumento na
adiposidade das ratas submetidas a DH, apesar da auséncia de ganho de massa corporal.
Woods e colaboradores (2003) também descreveram esse fenomeno em modelos
experimentais semelhantes. Além disso, nossos achados demonstram redugdo na ingestao
alimentar das progenitoras em dieta hiperlipidica, com redu¢do entre 30% e 35% em relagdo
ao grupo controle (Figura 10). Esse fendmeno ja foi documentado em ratos machos (Woods et
al., 2003) e pode estar relacionado ao efeito sacietogénico dos lipidios, uma vez que sua
digestdo ocorre de forma mais lenta em comparagdo com os carboidratos, resultando em
maior eficiéncia caldrica das dietas ricas em gorduras (Ble-Castillo et al., 2012). As matrizes
do nosso estudo também ndo desenvolveram obesidade nas semanas que antecederam o
acasalamento, ainda que a quantidade calérica da dieta tenha sido maior que a do grupo

controle.

A exposicao prolongada a DH leva a adaptacdes no trato gastrointestinal para otimizar
a digestdo e absorcao de lipidios, incluindo o aumento da captacdo intestinal e reducdo da
excre¢dao de gorduras, além da maior expressdao de enzimas digestivas e hipertrofia da mucosa
intestinal . Essas alteracdes podem contribuir para a maior eficiéncia energética observada nos

individuos submetidos a esse tipo de dieta (Covasa, 2010).

Em relagdo as proles macho do nosso experimento, ao nascimento, ndo foram

detectadas diferengas significativas no peso corporal entre os grupos C e DH (Figura 11), o
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que esta de acordo com a literatura (Franco et al., 2012; Desai et al., 2014). Contudo, a partir
do 6° dia pds-natal, os filhotes machos da prole DH apresentaram aumento significativo de
peso em relagdo a prole C, atingindo aumento de 23% ao final da lactacdo. Esses dados
indicam que a dieta hiperlipidica das matrizes contribui para o maior ganho de peso nos

machos da prole DH.

Estudos prévios demonstraram que o leite de ratas Sprague Dawley submetidas a DH
e ricas em agucares apresenta maior concentragdo de colesterol, dcidos graxos livres (com
predominio de 4cidos graxos dmega-6 em relagdo ao dmega-3), triglicerideos e glicose entre o
9° e o 11° dia de lactacdo (Kirk et al., 2009). Investigagdes realizadas pelo nosso grupo,
utilizando o mesmo protocolo experimental, confirmaram que as modifica¢cdes na composi¢cao
do leite materno sdo responsaveis pelo aumento da massa corporal dos filhotes do grupo DH.
Analises realizadas no 11° dia de lactagdo demonstraram que o leite das progenitoras DH
apresentou elevacdo nos niveis de lactose, triglicerideos e colesterol, sem alteragdes na
concentragdo de leptina, sendo que essas diferengas foram mantidas até o final do periodo de
lactagdo (Franco et al., 2012). Esses achados sugerem que as alteracdes na composi¢ao do
leite materno influenciam diretamente a adiposidade precoce dos filhotes expostos a DH das

matrizes.

Evidéncias provenientes de estudos em humanos indicam que a restricio do
crescimento fetal durante a fase inicial da gestacdo pode ser compensada por um crescimento
acelerado no ultimo trimestre, de modo que o peso ao nascimento permaneg¢a dentro da faixa
normal (Bloise et al., 2014). Entretanto, essa adaptag¢do pode acarretar desfechos metabdlicos
adversos a longo prazo, como alteragdes na pressdo arterial e disfungdo cardiovascular
(Eriksson, 2006). Estudos experimentais em roedores corroboram essa hipotese,
demonstrando que a ingestdo materna de DH estd associada a redugdo no peso das jungdes
feto-placentarias (Mark et al., 2011), o que pode indicar restrigdo do crescimento fetal,
seguida por uma aceleragdo compensatoria do crescimento pos-natal devido ao maior aporte
de lipidios pelo leite materno. Dessa forma, embora os filhotes da prole de ratas submetidas a
DH nao tenham apresentado diferenca na massa corporal ao nascimento, ¢ provavel que
tenham sofrido alguma restricdo no crescimento fetal. Com o fornecimento de maiores niveis

de lipideos via leite materno, sua curva de crescimento foi acelerada (Mark et al., 2011).

Em nosso estudo, os filhotes machos da prole DH exibiram maior acimulo de TAB

em todos os compartimentos avaliados (retroperitonial, epididimal e inguinal), em
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comparagdo com a prole C aos 21 dias (Tabelas 5, 6 e 7), o que justifica o aumento do peso
corporal observado. Este achado ¢ consistente com estudos anteriores que associam o
consumo materno de DH ao desenvolvimento precoce do aumento da adiposidade na prole,
independentemente da obesidade materna (Franco et al., 2012; Samuelsson et al., 2013b; Sun

etal 2012).

O TAB exerce um papel fundamental no metabolismo energético, sendo os adipdcitos
responsaveis pela secrecdo de leptina, uma adipocina essencial na regulagdo do apetite e do
gasto energético (Habbout et al., 2013; Pereira-Toste et al., 2009). A distribui¢do do tecido
adiposo e suas fun¢des metabolicas variam conforme o sexo e fatores genéticos. Além disso,
ha maior producao de leptina no tecido adiposo subcutaneo, enquanto a lipélise é mais intensa
nos depositos viscerais, resultando em maior mobilizagao de acidos graxos (Fonseca-Alanis et
al, 2006). Em nossa pesquisa, a prole DH apresentou aumento de 62% na concentracao sérica
de leptina em comparacdo a prole C, aos 21 dias (Tabela 9). A hiperleptinemia observada na
prole DH, reforca a sua correlacdo positiva com a adiposidade, uma vez que a leptina,
produzida pelo TAB, tem concentragdo sérica proporcional a adiposidade. Esses achados
indicam que o aumento da leptina circulante pode estar diretamente associado a DH das
matrizes. O excesso de peso e a hiperleptinemia observados no desmame podem estar
relacionados a composi¢cdo do leite das progenitoras (Bringhenti et al., 2013; Franco et al.,

2012; Samuelsson et al., 2013Db).

A influéncia da DH das progenitoras na massa cardiaca da prole também foi avaliada.
Os filhotes machos da prole DH apresentaram aumento no peso relativo do coragdo e nos
ventriculos em relagdo aos machos da prole C (Tabela 8). Esses achados sugerem que a DH
das matrizes pode ter induzido hipertrofia cardiaca no modelo experimental utilizado. Esses
dados corroboram estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa que observou, através de
analise histologica, o aumento no didmetro dos cardiomidcitos ventriculares sem deposicao de

colageno aos 21 dias de idade na prole DH (Rangel, 2022).

A hiperleptinemia ¢ um fator relevante que afeta o funcionamento de diversos 6rgaos e
contribui para o desenvolvimento de DCVs (Zhao; Kusminski; Scherer, 2021). Evidéncias
indicam que o coragdo ¢ capaz de produzir leptina e expressar pelo menos trés isoformas do
receptor ObR, sugerindo possivel efeito paracrino e autocrino nos cardiomiocitos (Purdham et
al., 2004). Além disso, a ampla distribuicdo de receptores de leptina (ObR) em células

vasculares e cardiomidcitos reforga seu potencial papel na modulagdo da fisiologia
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cardiovascular. Em nosso modelo experimental, a avaliagdo do conteudo proteico do receptor
ObR no coracdo da prole aos 21 dias de idade foi realizada através da técnica de Western
Blotting, e nao revelou diferengas significativas entre as proles DH e C (Figura 12). Esses
achados sugerem que a DH das matrizes ndo promoveu alteracdes na expressdo proteica do

receptor ObR no coragdo da prole jovem.

Em estudo anterior do nosso grupo de pesquisa usando o mesmo modelo experimental
foi observado que a prole ja na fase inicial da vida, aos 30 dias de idade, apresentaram
comprometimento da funcdo cardiaca. O consumo materno de DH promoveu redu¢do na
fracdo de ejecdo e do débito sistdlico, e hipertrofia nos animais machos da prole. Essas
alteracdes ndo foram acompanhadas por mudangas na frequéncia cardiaca, na conducio

elétrica, no tonus simpatico cardiaco ou na pressao arterial na prole DH (Zeca, 2015).

No presente estudo, apos o desmame, os filhotes foram alimentados com uma dieta
normolipidica até a idade adulta, aos 180 dias. A prole DH apresentou aumento no peso
corporal aos 180 dias (Figura 13). Da mesma forma, foram pesados os tecidos adiposos
brancos viscerais (retroperitoneal e epididimal) e subcutdneo (inguinal) para avaliar se o
consumo de DH pelas progenitoras influenciou a adiposidade na prole adulta. A prole DH
apresentou aumento na adiposidade em todos os compartimentos analisados, em comparagdo
ao controle (Figuras 14, 15 e 16), o que justifica o aumento no peso corporal. Esses achados
sugerem que a DH das matrizes levou ao aumento da adiposidade nos machos da prole DH na

idade adulta.

Trabalhos apontam que a obesidade das matrizes induzida por DH, antes e durante a
gestacdo e lactagdo, pode programar a elevacao da adiposidade na prole, independentemente
da dieta pos-natal (Loche et al., 2018; Howie et al., 2009). Outros modelos de programacgao
metabolica demonstraram que a DH das progenitoras leva ao aumento da adiposidade e
hiperleptinemia, acompanhados por resisténcia central ao efeito anorexigeno da leptina

(Franco et al., 2012) e hiperfagia na prole jovem de roedores (Samuelsson et al., 2013b).

O habito alimentar inadequado ja foi associado ao aumento significativo no risco de
mortalidade por DCVs, frequentemente acompanhado por remodelamento e fibrose cardiaca.
Dentro desse contexto, diversos estudos tém correlacionado a alimentacdo das progenitoras
com o desenvolvimento de hipertrofia cardiaca em seus descendentes (Fernandez-Twinn et al.

2012; Fukui et al., 2017; Noeman; Hamooda; Baalash, 2011).
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Em nosso experimento, a analise do peso relativo do coragdo, atrios e ventriculos
mostrou que os animais do grupo DH ndo apresentaram este parametro significativamente
mais elevado em comparagdo aos do grupo C (Tabela 10). Esses dados indicam que, aos 180
dias, a programacdo metabolica induzida pela DH materna ndo se traduziu em hipertrofia
cardiaca detectavel por esse parametro. O aumento do peso relativo do cora¢dao da prole DH
observada aos 21 dias (Tabela 8), ndo foi mantido na fase adulta. Esse achado na fase jovem ¢
respaldado por estudos anteriores do nosso grupo, que demonstraram, por meio de analise
histoloégica, o aumento no didmetro dos cardiomidcitos ventriculares, sem deposicdo de
colageno, aos 21 dias de idade (RANGEL, 2022). Contudo, apesar da auséncia de diferenca
significativa no peso relativo do coragdo aos 180 dias, estudos prévios da nossa equipe
demonstraram a ocorréncia de hipertrofia excéntrica na prole DH, caracterizada por aumento
da massa ventricular e espessamento da parede ventricular, evidenciado por andlises do
tamanho da cdmara cardiaca e dos cardiomidcitos. Esses achados indicam a presenga de
remodelamento cardiaco, sinalizando que houve um imprinting metabolico com repercussdes
deletérias a longo prazo. Uma das possiveis causas para esse quadro ¢ a alteragdo do
equilibrio redox, observada nas analises da producao de H:O: nas proles C e DH aos 180 dias

de vida (Figura 20).

Fernandez-Twinn e colaboradores (2012), relataram que o consumo de uma dieta rica
em acucar e gordura pelas progenitoras resultou no aumento da massa cardiaca em
camundongos machos na oitava semana poés-natal. Além disso, analises morfologicas de
outros estudos demonstram que a ingestdo de DH pelas matrizes pode induzir hipertrofia
ventricular esquerda ao desmame, sendo essa alteracdo estrutural cardiaca capaz de persistir
até a fase jovem da prole de roedores, independentemente do peso corporal (Blackmore ef al.,

2014; Samuelsson et al., 2008).

Em estudo do nosso grupo de pesquisa conduzido por Rangel (2022), a fungdo
cardiaca das proles foi avaliada aos 180 dias por ecocardiografia e pela técnica do coragdo
isolado (Langendorff). Ambos os sexos da prole DH apresentaram disfuncao sistolica,
caracterizada por reducdo da fracdo de ejecdo e do débito sistolico. Nos machos,
observaram-se ainda modificagdes estruturais cardiacas e maior resposta ao estimulo

adrenérgico.

Em nossa pesquisa, aos 180 dias de idade, os niveis séricos de leptina nos animais do

grupo DH estavam cerca de cinco vezes superiores aos do grupo C. Portanto, tanto aos 21
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quanto aos 180 dias, a prole DH apresentou hiperleptinemia em comparagdo a prole C

(Tabelas 9 e 11).

A hiperleptinemia, conforme ja visto anteriormente, desempenha um papel
significativo no remodelamento cardiaco, caracterizado por alteragdes fenotipicas nos
cardiomocitos e na MEC, frequentemente resultando em fibrose cardiaca (Habbout et al.
2013; Fukui et al.,2017). Estudos indicam que a leptina sintetizada no cora¢do pode estar
envolvida em alteracdes cardiacas associadas a obesidade, induzindo a producao de colageno
por meio do aumento do estresse oxidativo mediado pela ativagdo da via mTOR, via de
sinalizacdo que esta associada a regulacdo da proliferacdo celular, e com participagdo da
galectina-3 (biomarcador que modula diversos processos fisioldgicos que contribuem para a
inflamacdo, fibrose e insuficiéncia cardiaca). A elevacdo dos niveis de estresse oxidativo
desencadeada por altas concentragdes de leptina pode comprometer a contratilidade dos
cardiomidcitos, um efeito possivelmente relacionado ao aumento da atividade das ¢xido
nitrico sintases (NOS), que sdo enzimas que catalisam a produ¢do de NO (Martinez-Martinez

etal. 2014).

Nossos resultados demonstram que a DH consumida pelas matrizes induziu na prole
jovem e adulta um estado de hiperleptinemia aos 21 e 180 dias (Tabelas 9 e 11). A sinaliza¢ao
da via da leptina ocorre predominantemente através do receptor ObR, cuja ativacdo
desencadeia a via JAK-2/STAT-3, modulando processos celulares como proliferacao,
hipertrofia e remodelamento cardiaco (Purdham et al., 2004). Nossos resultados
demonstraram que, aos 21 dias de idade, ndo houve diferenca significativa na expressao do
receptor ObR entre as proles DH e C (Figura 12). Entretanto, na fase adulta (180 dias), a
expressao de ObR no coragdo da prole DH estava significativamente maior do que no grupo

controle (Figura 17).

Em nosso estudo, aos 180 dias de idade, a andlise da expressdo proteica dos
componentes da via JAK-2/STAT-3 revelou aumento na expressao desses elementos na prole
DH em comparacdo a prole controle. Foi observado aumento significativo da expressao de
JAK-2 (Figura 18), assim como da proteina STAT-3 (Figura 19), mas ndo da sua isoforma
fosforilada STAT-3p (Figura 20). A hiperativagdo dessa via pode estar associada ao
remodelamento cardiaco e as alteragdes na funcdo cardiaca previamente descritas em proles
de progenitoras submetidas a DH (Zeca, 2015; Rangel, 2022; Samuelsson et al., 2008;

Blackmore et al., 2014).
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A proteina SOCS-3, que possui funcdo inibitoria na via JAK-2/STAT-3, apresentou
reducdo expressiva na prole DH aos 180 dias (Figura 21). Como a SOCS-3 atua por feedback
negativo intracelular, inibindo a fosforilagdo de JAK-2 e STAT-3, sua reducdo sugere menor
capacidade regulatoria dessa via na prole DH, potencialmente levando a um estado de
ativacdo persistente da sinaliza¢do da leptina (Sahu, 2004; Zhao; Kiminski; Scherer, 2021).
Essa desregulagdo pode estar envolvida no desenvolvimento de alteragdes estruturais e
funcionais do coragdo observadas em estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa (Rangel,

2022).

Sun et al. (2012), demonstraram que a exposi¢ao pos-natal (durante a lactacdo) a DH
das matrizes teve maior impacto na programag¢ao metabdlica da prole em comparagdo com a
exposicao intrauterina, induzindo hiperleptinemia e resisténcia a leptina ja nos primeiros dias
de vida. Os filhotes expostos a DH apenas durante a lactagdo apresentaram aumento precoce
de peso, maior adiposidade e reducdo da ativagdo do STAT3 em resposta a leptina no nicleo
arqueado do hipotalamo aos 10 e 21 dias, evidenciando resisténcia ao hormoénio. Apds o
desmame, machos do grupo DH pdés-natal desenvolveram hiperfagia, prejuizo na tolerancia a

glicose e mantiveram um peso corporal superior ao da prole exposta a dieta padrao.

Estudos sugerem que a leptina pode ser produzida localmente no coragdo e atuar por
mecanismos autdcrinos e paracrinos, modulando a homeostase cardiaca e contribuindo para
alteracOes estruturais em condi¢des de obesidade e hiperleptinemia (Purdham et al., 2004).
Nossos estudos demonstraram que nao ha diferenga significativa na expressao cardiaca do

RNAm para leptina entre as proles C e DH aos 180 dias (Figura 22).

A hiperleptinemia também esta associada ao estresse oxidativo sistémico e intrarrenal,
reduzindo a biodisponibilidade de NO, estimulando a reabsor¢do de sodio e diminuindo a
vasodilatacdo dependente do endotélio. Além disso, potencializa os efeitos da angiotensina II

sobre a PA, contribuindo para a fisiopatologia da hipertensao arterial (Wang et al., 2010).

O equilibrio redox ¢ essencial para a homeostase celular e a manuteng¢do da fungao
cardiovascular. No entanto, a exposi¢do a DH das progenitoras tem sido associada ao aumento
do estresse oxidativo na prole, favorecendo alteragdes na bioenergética celular e contribuindo
para o desenvolvimento de disfuncdes cardiacas (Habbout ef al., 2013; Noeman; Hamooda;

Baalash, 2011; Tain; Hsu, 2022).
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Nossos resultados demonstraram que a prole DH apresentou maior producao cardiaca
de H:0: aos 180 dias de idade, sugerindo um desbalango redox através de um estado
pro-oxidativo (Figura 23). O aumento da geracao de H:O: no coragdo pode estar associado a
uma ativacdo exacerbada de vias pro-inflamatorias e disfun¢do mitocondrial, mecanismos ja
descritos em condicdes de estresse oxidativo induzido por DH (Blackmore et al., 2014;
Samuelsson et al., 2008).

Estudos demonstram que o excesso de EROs, incluindo o H:0:, pode promover a
ativacdo da via JAK2-STAT3, impactando diretamente a sinalizag@o intracelular da leptina e
contribuindo para remodelamento cardiaco e disfuncao sistolica (Sun et al., 2012; Purdham et
al., 2004). Fernandez-Twinn et al. (2012) demonstraram que a exposi¢do intrauterina e
durante a lactagdo a uma dieta obesogénica levou a alteracdes estruturais no coragdo da prole,
incluindo hipertrofia cardiaca e remodelamento ventricular. Essas mudancas foram
acompanhadas por aumento na ativa¢do de vias intracelulares associadas ao crescimento
celular, contribuindo para um fenétipo proé-hipertrofico e disfuncional. No nivel molecular, os
autores identificaram um estado de estresse oxidativo acentuado na prole, evidenciado pelo
aumento da expressao de componente da NADPH oxidase, e pela reducdo da superoxido
dismutase de manganés (MnSOD), uma enzima antioxidante essencial. Esse desequilibrio
redox foi corroborado pela eleva¢dao de marcadores de peroxidagdo lipidica, sugerindo um
ambiente intracelular pro-oxidativo que pode predispor ao comprometimento da funcao
cardiaca.

Dessa forma, nossos dados sugerem que a DH materna pode promover um estado de
estresse oxidativo na prole adulta, refletido pelo aumento da producdo de H:0O: no tecido
cardiaco. Esse desequilibrio redox pode atuar como um fator-chave na ativagdo desregulada

da via da leptina e na progressao de disfungdes cardiacas.
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7 CONCLUSOES

Os resultados do nosso estudo indicam que o consumo de DH pelas matrizes durante a
gestacdo e lactagdo, que sdo periodos criticos do desenvolvimento, pode promover na prole
disfungdes metabolicas e cardiovasculares ao desmame ¢ na fase adulta. Este insulto
nutricional ocorrido em janelas criticas para a programagdo metabdlica promoveu, aos 21
dias, aumento do peso corporal, da adiposidade em todos os compartimentos avaliados
(retroperitoneal, epididimal e inguinal), o que justifica o aumento de peso corporal, e
hiperleptinemia nos machos da prole DH. Observamos também, aumento no peso relativo do
coragdo e ventriculos em comparacdo aos machos da prole C. A expressdo proteica cardiaca

de ObR nao revelou diferencas significativas entre as proles DH e C aos 21 dias.

Apos o desmame as proles somente receberam dieta normolipidica até a idade adulta,
aos 180 dias. Verificamos na prole DH, aos 180 dias, maior peso corporal, adiposidade e
hiperleptinemia em comparag@o ao controle. Nao houve diferenca estatistica no peso relativo
do coragdo, atrios e ventriculos. Constatamos aumento na expressdo proteica cardiaca de
ObR, JAK-2, STAT3, mas nao da sua isoforma fosforilada STAT-3p, redugdo da expressao de
SOCS-3, um inibidor dessa via, e ndo houve diferenga significativa na expressao cardiaca do
RNAm para leptina entre as proles C e DH, aos 180 dias. Esses achados podem estar
relacionados com as alteracdes funcionais observadas anteriormente em nosso grupo, que
demonstraram disfungdo sistélica na prole DH aos 180 dias, com remodelamento cardiaco

mais evidente nos machos.

Além disso, verificamos aumento da produgdo cardiaca de H:O: na prole DH adulta,
indicando desequilibrio redox, podendo estar associado a uma ativagdo exacerbada de vias
pro-inflamatorias e disfungdo mitocondrial, mecanismos ja descritos em condigdes de estresse
oxidativo induzido por dietas hiperlipidicas. O estresse oxidativo elevado pode impactar
diretamente a sinalizacdo da leptina, ativando a via JAK2-STAT3 e contribuir no
remodelamento cardiaco e disfungdo sistélica. Desta forma, nossos resultados indicam que a
dieta hiperlipidica materna pode ter programado a prole adulta para maior adiposidade, a
hiperleptinemia, que associada ao aumento do estresse oxidativo, pode causar disfun¢do na
via de sinalizagdo da leptina, aumentando a expressdo proteica cardiaca de ObR, JAK-2,
STAT-3, reduzindo SOCS-3, sem diferenga significativa na expressao de RNAm para leptina

no coracao na prole DH adulta. Em conjunto, estes podem ser fatores determinantes na
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programacdo de disfungdes metabdlicas e cardiovasculares na prole exposta a dieta

hiperlipidica das progenitoras.
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