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RESUMO

Doencas desenvolvidas na fase adulta podem estar associadas a condicbes em que
o individuo foi exposto nos estagios iniciais da vida. De longa data, € postulado que
alteracbes no desenvolvimento fetal podem desencadear diversos efeitos na
qualidade de vida do recém-nascido. Entretanto, a grande responsividade a estimulos
ambientais/nutricionais em fases pds-natais como a lactagao e a puberdade tem sido
relatada na literatura como importante fator na adaptagéo fenotipica em longo prazo.
A lactagdo € um periodo importante do desenvolvimento, principalmente devido ao
leptin surge onde a circuitaria neuroendocrina se consolida, dessa forma o leite
materno € a principal fonte de nutrientes para os filhotes nessa fase de crescimento.
O objetivo do trabalho foi avaliar os efeitos causados nas maes devido a intervengao
alimentar, e os efeitos sobre parametros cardiovasculares na prole, de ambos os
sexos, de maes submetidas a desnutricdo durante a lactagdo. Ratas Wistar prenhes
foram alocadas em um dos trés grupos experimentais: Controle (CO) para as quais foi
ofertada dieta padrao ad libitum; Restricao alimentar moderada (MFR, Moderate Food
Restriction) para as quais foi ofertada dieta em regime de restricdo de 50% do
consumo diario das progenitoras CO; e Restrigdo alimentar severa (SFR, Severe Food
Restriction) para as quais foi ofertada dieta com baixo teor de proteinas (4,5 g de
proteinas / 100 g ragdo) ad libitum. Para manter a equidade entre as ninhadas, apos
o parto todas as ninhadas foram ajustadas para 9 filhotes (equilibrando as quantidades
de machos e fémeas). As intervengdes alimentares foram realizadas do 1° ao 14° dia
de lactagéo, e do 14° ao 21° dia de lactag&o todas as progenitoras receberam dieta
padrao ad libitum. A prole de todos os grupos foi alimentada com dieta padrao para
roedores em regime ad libitum durante todo o periodo experimental. Para todos os
animais foi ofertada agua filtrada ad libitum. Durante a intervengao alimentar foram
acompanhados a massa corporal e ingestao alimentar das progenitoras, e apos o
desmame foi coletado amostras para dosagens bioquimicas sérica (Proteinas totais,
Albumina, Colesterol total, Triglicerideos, HDL, TGO, Fosfatase Alcalina e Glicose) e
do leite materno (Proteinas totais e Triglicerideos), e analises histologicas (didmetro
dos cardiomidcitos e espessura da aorta). A prole foi acompanhada até os 120 dias
de idade, quando foram realizados o ecocardiograma, o registro de pressao arterial
invasivo, teste do barorreflexo, reatividade vascular. avaliagdo morfométrica e coleta

de amostras. Os protocolos foram aprovados pelo comité de ética da UFG (numero
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do processo 023/2015). As mées MFR apresentaram reducéo da ingestéo calorica e
de macronutrientes devido ao protocolo de restricao alimentar de 50%, eapresentaram
diminui¢ao do peso do tecido adiposo ovariano. As maes SFR apresentaram reducao
da ingestédo alimentar, e como consequéncia houve reducdo ingestdo caldrica e de
macronutrientes, e apresentaram diminuigdo da massa cardiaca e aumento do tecido
adiposo marrom. Os machos do grupo MFR apresentaram alteragbes
cardiovasculares, como aumento da pressao arterial (PA), prejuizo na sensibilidade
dos barorreceptores, remodelamento cardiaco e alteragbesna reatividade vascular.
Em contraponto, machos do grupo SFR nédo apresentaram alteragbes na PA e no
tecido cardiaco, entretanto houve prejuizo na sensibilidade dos barorreceptores.
Fémeas de ambos os grupos de restricdo alimentar ndo apresentaram nenhuma
alteracao cardiovascular, o que indica um efeito cardioprotetor quando comparadas
aos seus pares de sexos opostos, possivelmenteessa cardioprotegcédo seja conferida
pelo estrogénio. Com base nos resultados encontrados, concluimos que a restricado
alimentar moderada durante a lactacdo promove alteragdes cardiovasculares

funcionais e morfologicas, em machos na idadeadulta.

Palavras-chaves: Restricdo proteica. Desnutricdo. Disfuncéo vascular. Hipertensao.
Remodelamento cardiaco.
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ABSTRACT

Diseases developed in adulthood may be associated with conditions to which the
individual was exposed in the early stages of life. It has long been postulated that
changes in fetal development can trigger different effects on the newborn's quality of
life. However, the great responsiveness to environmental/nutritional stimuli in postnatal
phases such as lactation and puberty has been reported in the literature as an
important factor in long-term phenotypic adaptation. Lactation is an important period of
development, mainly due to leptin arises where the neuroendocrine circuitry is
consolidated, so breast milk is the main source of nutrients for puppies in this growth
phase. The objective of this study was to evaluate the effects caused on mothers due
to food intervention, and the effects on cardiovascular parameters in the offspring, of
both sexes, of mothers submitted to malnutrition during lactation. Pregnant Wistar rats
were allocated to one of three experimental groups: Control (CO) to which a standard
diet was offered ad libitum; Moderate Food Restriction (MFR, Moderate Food
Restriction) for which a diet restricted to 50% of the daily consumption of the CO
mothers was offered; and Severe Food Restriction (SFR) for which a low-protein diet
(4.5 g protein / 100 g ration) was offered ad libitum. To maintain equity between litters,
after calving all litters were adjusted to 9 pups (balancing the numbers of males and
females). Feeding interventions were performed from the 1st to the 14th day of
lactation, and from the 14th to the 21st day of lactation all dams received a standard
diet ad libitum. The offspring of all groups were fed a standard rodent diet ad libitum
throughout the experimental period. All animals were offered filtered water ad libitum.
During the food intervention, the body mass and food intake of the mothers were
monitored, and after weaning, samples were collected for serum biochemical
measurements (Total Proteins, Albumin, Total Cholesterol, Triglycerides, HDL, TGO,
Alkaline Phosphatase and Glucose) and breast milk. (Total proteins and Triglycerides),
and histological analyzes (diameter of cardiomyocytes and thickness of the aorta). The
offspring were followed up until 120 days of age, when the echocardiogram, invasive
blood pressure recording, baroreflex test and vascular reactivity were performed.
morphometric evaluation and sample collection. The protocols were approved by the
UFG ethics committee (case number 023/2015). MFR mothers had reduced caloric
and macronutrient intake due to the 50% food restriction protocol and had reduced

ovarian adipose tissue weight. The SFR mothers showed a reduction in food intake,
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and consequently, there was a reduction in caloric and macronutrient intake, and a
decrease in heart mass and an increase in brown adipose tissue. Males in the MFR
group showed cardiovascular changes, such as increased blood pressure (BP),
impaired baroreceptor sensitivity, cardiac remodeling, and changes in vascular
reactivity. In contrast, males in the SFR group did not show changes in BP and cardiac
tissue, however there was a loss in the sensitivity of the baroreceptors. Females from
both food restriction groups did not show any cardiovascular changes, which indicates
a cardioprotective effect when compared to their opposite sex pairs, possibly this
cardioprotection is conferred by estrogen. Based on the results found, we conclude
that moderate food restriction during lactation promotes functional and morphological
cardiovascular changes in males in adulthood.

Keywords: Protein restriction. Malnutrition. Vascular dysfunction. Hypertension.
Cardiac remodeling.
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IMPACTO E RELEVANCIA DA PESQUISA PARA A SOCIEDADE

O presente estudo almejou avaliar os parédmetros cardiovasculares da prole de
maes que passaram por restricdo alimentar de 50% e desnutricdo severa, durante os
primeiros 14 dias da lactagdo. Muitos estudos sobre a programagao metabdlica
mantem o foco de insultos realizados durante a gestagéo, por ser fase critica do
desenvolvimento geral do feto. Entretanto, neste estudo foi mostrado que a
intervengao alimentar, como restricdo alimentar de 50%, durante a lactacdo pode
gerar alteragdes cardiovasculares a longo prazo na prole de ambos os sexos, como o
desenvolvimento de hipertensao arterial, prejuizo no barorreflexo, remodelamento
cardiaco e disfuncédo vascular apenas nos machos. Sendo assim, este estudo abre
caminho para mostrar a relevancia da nutrigdo materna adequada e que alteragao na
composic¢ao na dieta pode trazer consequéncias futuras na saude de seus filhos. Além
de abordar uma questdo social onde tanto em paises pobres e quanto em
subdesenvolvidos, com o agravante da pandemia, gerou redugdo ao acesso
adequada a alimentagéao trazendo consequéncias como o surgimento de doengas, e
esse conjunto de alteragdes alimentares servem como insultos principalmente em
fases de desenvolvimento que também colabora no surgimento de doengas na fase

adulta.



1. INTRODUGAO

A homeostase energética € o ponto de equilibrio entre a energia obtida através da
ingestdo de alimentos e o gasto de energia que o organismo necessita para o
funcionamento adequado de todos os processos biolégicos. Quando ocorre alteragao na
homeostase energética surgem doengcas como obesidade, ocorrendo aumento da
ingestao alimentar sem o gasto energético necessario, e como a desnutricao, ocorrendo

ingestéo calorica menor do que o necessario.

Importantes teorias abordam o campo dos extremos em diversas areas de
conhecimento, entre elas a politica e até mesmo a fisica. A primeira diz respeito aos
extremos politicos da direita e da esquerda, onde ambos possuem caracteristicas em
comum como o autoritarismo e o totalitarismo; a teoria da ferradura, atribuida ao escritor
francés Jean-Pierre Faye (FILIPOVIC; DORIC, 2010). A segunda pode ser representada por
uma curva em U invertido, caracteristica da percepc¢ao auditiva nos humanos, onde o
eixo das abcissas representa a frequéncia do som e o eixo das ordenadas a percepgaodo
som por um individuo; a percepcdao aumenta de forma diretamente proporcional a
frequéncia até determinado ponto, a partir do qual a percepgao decresce a medida em
que a frequéncia continua a aumentar, até o ponto em que nada se ouve (VERHEY; PAR,
2020). Tanto no primeiro exemplo quanto no segundo, os extremos acabam por setocar,
seja pela perseguicado a inimigos politicos ou pela auséncia de percepgao sonora.Da
mesma forma, no campo da nutricdo dois extremos sao amplamente estudados a fimde
perceber seus efeitos no organismo, o excesso de nutrientes e a desnutricdo. Os
extremos desta vez se tocam no que diz respeito a saude, ou melhor dizendo, a

diminuigao dela.

A ma nutricdo, € por natureza fator de risco para disfungées metabdlicas
importantes, favorecendo a debilidade como diminuicdo de massa muscular, alteracoes
hormonais e estruturais que podem favorecer para o desenvolvimento de novas
patologias. Fatores socioecondémicos representam o principal componente para o
surgimento do cenario de ma nutrigdo em muitos paises, esse problema foi agravado
pela crise econbmica causada pela pandemia da COVID-19 (JIANG; CHEN; WANG,
2021; RIBEIRO-SILVA et al., 2020). Com as alteragdes alimentares de forma continua
interferindo em fases importantes do desenvolvimento, pode ocasionar desnutricao



proteico-calorico e de micronutrientes, trazendo o risco de desenvolvimento de doencgas

em diversas fases de vida.

As fases iniciais de vida, como gestacao, lactagdo, pdés-desmame e puberdade,
sdo janelas fisiologicas importantes que podem influenciar no estado saudavel da prole,
ou seja, doengas desenvolvidas na fase adulta podem estar associadas as condi¢des
que o individuo foi exposto nos estagios iniciais da vida (BIANCO-MIOTTO et al., 2017).

1.1. ORIGENS DESENVOLVIMENTISTAS DA SAUDE E DOENGCA (DOHAD)

O conceito DOHaD se tornou um conceito cientifico atualmente muito utilizado por
diversos pesquisadores, com objetivo de mostrar que fatores ambientais/nutricionais
durante fases importantes do desenvolvimento, podem contribuir para o surgimento de

doencas crbnicas ao longo da vida (SILVEIRA et al., 2007).

Na década de 1930, pesquisadores estudaram a taxa de mortalidade da época e
observaram intima relagao entre as condicbes ambientais durante a vida intrauterina e a
infancia, que pareciam estar determinando a sobrevida de cada geracédo (KERMACK;
MCKENDRICK; MCKINLAY, 1934; SILVEIRA et al., 2007).

Na década de 1970, pesquisadores avaliaram os filhos de mulheres que foram
expostas a restricdo alimentar durante a gestagao, devido a escassez de alimentos na
época conhecido como fome holandesa, que ocorreu durante a Segunda Guerra
Mundial. E foi observado que de acordo com o insulto sofrido durante a vida intrauterina,
pode acarretar padroes diferenciados na sua composi¢cdo corporal, devido a
diferenciagao hipotalamica que gera influéncia no apetite, crescimento e obesidade
subsequente (RAVELLI, 1976; SILVEIRA et al., 2007; WIDDOWSON; MCCANCE,1960).

Estudos clinicos e experimentais vém observando a importancia de um ambiente
intrauterino adequado para o desenvolvimento correto do feto . Foi observado que ratos
expostos a restricdo alimentar durante o ultimo periodo da gestacdo, apresentaram
prejuizo no crescimento e ganho de peso corporal, quando comparado aos animais
controle, esses efeitos sdo causados devido a mudangas significativas que
comprometem o adequado desenvolvimento da circuitaria neuroendocrina do hipotalamo
mostrando que a desnutrigdo nessa janela de desenvolvimento gera mudangas
fenotipicas na prole (RAVELLI, 1976; SILVEIRA et al., 2007).



Através desses estudos pioneiros comprovaram a importancia e influéncia da
gestacdo e da dieta materna, na prole até a sua fase adulta. Alteragbes na composigao
do leite materno podem interferir no crescimento, no desenvolvimento do sistema imune
e no desenvolvimento neuropsicomotor, mostrando que esses insultos ou estimulos em
um periodo sensivel a essas mudangas podem gerar efeitos a longo prazo sobre
estrutura ou fungéo de diversos sistemas dos organismos, a fim de gerar uma resposta
de sobrevivéncia. Dessa forma, caracterizaram o termo programagdo metabdlica
(SILVEIRA et al., 2007).

E sabido que a gestacdo é o periodo do desenvolvimento do feto, e o ambiente
materno adequado é extremamente importante para o crescimento e maturagao dos
sistemas internos do feto. A lactacdo € uma fase importante por ser um periodo de
fornecimento de nutrientes e que possui influéncia no crescimento dos filhotes. Ja o
periodo pds-natal corresponde ao todo periodo apds o nascimento incluindo a fase da
puberdade da prole, mostrando o envolvimento da maturacdo sexual na vida adulta
(BIANCO-MIOTTO et al., 2017). Embora a participagédo do periodo da gestagao seja bem
definida na literatura, pouco se sabe acerca da participacdo do periodo pds-natal no
desenvolvimento de doengas na fase adulta.

1.2. A LACTACAO COMO JANELA ONTOGENETICA PARA A
PROGRAMACAO METABOLICA

Apds o nascimento, durante o periodo da lactagao, o recém-nascido € nutrido pelo
leite materno e € através do leite que ha o fornecimento de todos os nutrientes essenciais
para o seu crescimento. Dentre os nutrientes presentes no leite ha proteinas, lipideos,
carboidratos, vitaminas, minerais, enzimas e horménios (KULSKI; HARTMANN, 1980;
LEE; KELLEHER, 2016). E importante ressaltar que a composicéo do leite pode sofrer
alteragdes em sua composicéo, de acordo com o estagio da lactacéo, para atender as
necessidades do filhote. E importante perceber que os organismos s&o programados
durante o desenvolvimento inicial em um grau variavel onde fatores fisiologicos, como
citado acima, ou fatores ambientais e externos irdo preparar o cenario para um
organismo saudavel, e para o desenvolvimento de alguma doenga, ao longo da vida
(LEE; KELLEHER, 2016).

Estagios que possuem papel importante no desenvolvimento, maturagdo e

diferenciacdo em diversos tecidos, ocorre no periodo da lactacdo. E importante ressaltar



que esses processos de desenvolvimento, como exemplo a maturagdo de o6rgaos e
diferenciagao celular, variam de acordo com as espécies. No entanto, pesquisas
realizadas com animais, especificamente em roedores, nos ajudam a compreender 0s
mecanismos e os efeitos de alteragdes ambientais/nutricionais na lactente, que afetam
0 organismo da prole, 0 que na maioria das vezes nao € passivel de avaliagdo em seres

humanos.

Além das diferengas no tempo de desenvolvimento e maturagédo dos 6rgaos, outro
aspecto diferente entre humanos e modelos murinos sdo as glandulas mamarias.
Enquanto os humanos possuem 1 par de mamilos e glandulas mamarias, as fémeas de
roedores possuem de 6 a 8 pares (Figura 1). Devido as mudangas na maturagao e na
producao do leite, a lactagdo acaba sendo dividida em periodos. Em roedores, a lactagao
possui 3 periodos: estagio inicial que sdo os 6 primeiros dias apds o0 nascimento, estagio
intermediario a partir do 7° dia ao 14° dia em que ocorre a producdo maxima de leite, e
o estagio final do 15° dia ao 21° dia, onde ocorre uma redug&o na produgao do leite.

N S Glandula mamaria
e cervical

y 1 . . 7 Glandula mamaria
Mamilo > - toracica

~4———————  Glandula mamaria
\ abdominal

-1 Glandulamamaria
/ inguinal

n\

Figura 1. Distribuicio de glandulas mamarias em pequenos roedores. Fonte: Adaptado de (HONVO-
HOUETO; TRUCHET, 2015).

O periodo que compreende o evento conhecido como leptin surge abrange o
estagio inicial e intermediario da lactagao, estimulando a liberagao da leptina que possui
um papel importante na regulagéo energética controlando a ingestao alimentar e gasto
energético em respostas a mudangas nos estoques de energia. Curiosamente o pico da
liberagcdo da leptina coincide com o desenvolvimento do tecido adiposo no periodo da
lactacdo, mostrando a relagdo entre esses eventos (AHIMA; PRABAKARAN; FLIER,



2011; WU et al., 2020). Estudo avaliou que o pico de leptina pds-natal é essencial para
a formacdo de adipocitos bege induzida pelo desenvolvimento em camundongos,
possivelmente através do aumento da inervagao do nervo simpatico devido ao efeito
neurotropico da leptina que contribui para o desenvolvimento neuronal e ativagdo do
sistema nervos simpatico (WU et al., 2020). Além disso, em camundongos com
deficiéncia a leptina apresentam alteragdes no desenvolvimento, como alteragbes na
maturagao sexual bem como anormalidades estruturais neuronais (BARASH et al., 1996;
BEREITER; JEANRENAUD, 1979). Além de influenciar na homeostase energética, a
leptina também atua no eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HPA), atuando principalmente
na regulagdo dos niveis de corticosterona (AHLMA et al., 1996; BORNSTEIN et al.,
1997).

Mudancgas na ingestao de calorias, restrigdes de macronutrientes e até mesmo de
micronutrientes, podem influenciar desde o desenvolvimento do feto até a composigao
do leite no qual a prole sera exposta (WATTEZ et al., 2015). Como exemplo, a restrigao
alimentar materna de 50% durante a gestagdo e lactagdo, gera diminuicdo na
concentragdo de lactose, galactose, glicose e de leptina no leite, além de aumentar os
niveis de corticosterona e o teor de gorduras, sem alterar a composigéo proteica do leite
(KLIEWER; RASMUSSEN, 1987; RODRIGUEZ-GONZALEZ et al., 2020). Os
glicocorticoides e a prolactina sao importantes para a manutengao da lactagao, e quando
ocorre alteragdo nos seus niveis circulantes, provavelmente € um mecanismo pelo qual
a desnutricao exerce seus efeitos sobre a secregao de leite (KLIEWER; RASMUSSEN,
1987). Em progenitoras que passaram por restricdo alimentar de 50% durante a
gestacdo, aumentou o nivel circulante de corticosterona no plasma e no leite (KLIEWER;
RASMUSSEN, 1987).

Além da restricdo alimentar, a restricdo de macronutrientes como proteinas
também altera a composicéo do leite de diferentes maneiras (GRIGOR et al., 1987), o
que ira influenciar sera a quantidade da restricdo proteica e em que momento sera
realizado essa restrigcdo, seja na gestacao, lactagcdo ou em ambas janelas fisiologicas. A
restricdo de proteinas (8%) durante a gravidez e lactagdo reduz as concentragbes de
aminoacidos livres envolvidos na secrec¢ao de insulina e gliconeogénese e aumenta o

teor de acidos graxos do leite, sem modificar o teor de proteina (AGNOUX et al., 2015).

Do que até aqui fora exposto, a lactacdo é um periodo critico para o

desenvolvimento da prole, e diversos estudos mostram a importancia da programagéo



pela lactagdo adequada e ajudam a identificar alvos de intervengdo na prole para
prevenir resultados adversos na fase adulta, como alteragcbes metabdlicas e
comportamentais.

1.3. RESTRICAO PROTEICO-CALORICA E SEU EFEITO NO SISTEMA
CARDIOVASCULAR A CURTO PRAZO

O envolvimento de doengas metabdlicas e cardiovasculares tem sido tornado um
problema de saude publica. Alguns estudos mostraram que tanto a desnutrigdo na fase
intrauterina quanto na infancia, torna um fator de risco para o desenvolvimento da
hipertenséo arterial (DA SILVA LIMA et al., 2011; SAWAYA et al., 2005; SESSO et al.,
2004). Entretanto ainda nao foram investigados os parametros pressoricos da prole de
ambos 0s sexos de maes que passaram por desnutricado durante a lactacao.

A desnutricdo promove aumento da presséao arterial, envolvendo diversos fatores,
entretanto alguns pesquisadores tém investigado a relagdo com a fungdo endotelial.
Através dessas investigagoes, tem sido mostrado associagédo entre aumento da pressao
arterial e disfung&o endotelial e/ou aumento da atividade simpatica (DE BELCHIOR et
al., 2012). Estudo com restri¢ao proteica pés-desmame, mostrou que houve aumento do
anion superoéxido e 6xido nitrico em anéis de aorta de animais que foram submetidos a
esse tipo de intervengao alimentar apos 3 meses de idade (DE BELCHIOR et al., 2012).
Além desses mecanismos, € observado aumento dos niveis de catecolaminas
circulantes em animais desnutridos (CICOGNA et al., 1999; DE BELCHIOR et al., 2012;
NUTTER et al., 1979).

A desnutricao proteico-caldrica pode ocasionar alteragdes funcionais no coragao,
promovendo reducdo do débito cardiaco, da complacéncia ventricular e trazendo
prejuizos na contratilidade cardiaca (CICOGNA et al., 1999). Além disso, foi reportado
que esse tipo de desnutricdo pode gerar alteracdes relacionadas a sintese proteica e
alteragdes morfologicas, tais como dilatagdo das cadmaras cardiacas, degeneragédo dos

miocitos e aumento da quantidade de colageno no tecido (CICOGNA et al., 1999).

A hipertrofia cardiaca € um mecanismo de compensag¢ao que ocorre quando ha
aumento da carga de trabalho do corag&o, tendo como principal objetivo manter o
desempenho cardiaco diante da demanda metabdlica sistémica. Estudos associaram a
restricado proteico-caldrica a musculatura cardiaca, mostrando que a fungdo cardiaca

pode sofrer influéncia da escassez de nutrientes gerando aumento ou diminuigdo da



funcéo cardiaca (ALDEN et al., 1987; BING; FANBURG, 1985; CICOGNA et al., 1999;
KLEBANOV; HERLIHY; FREEMAN, 1997). Pouco ainda se sabe sobre a restricao
proteico-calorico e caldrica durante a lactagdo, nas alteragdes funcionais e morfolégicas
cardiacas da prole de progenitoras que sofreram essa interveng¢ao alimentar.

1.4. ALTERAGAO CARDIOVASCULAR E A REGULAGAO DA PRESSAO
ARTERIAL

Segundo a OMS, a hipertensdo arterial € uma doencga caracterizada por uma
elevagdo crbnica da presséo arterial sistdlica (PAS) e/ou presséo arterial diastolica
(PAD). A pressao arterial (PA) € exercida no interior das artérias e pode ser calculada
pelo produto da resisténcia vascular periférica total pelo débito cardiaco, sendo assim os
fatores que alteram essas variaveis promovem alteracdo na PA, tais como alteragcdes na

volemia, na contratilidade do miocardio e da frequéncia cardiaca (DE LOLIO, 1990).

A regulacao da pressao arterial ocorre por varios mecanismos, seja por controle
da resisténcia vascular periférica, e/ou pelo controle do débito cardiaco. Um dos
mecanismos de regulagao da pressao arterial de grande relevancia é o barorreflexo. Os
barorreceptores, localizados na bifurcagdo das artérias caroétidas e no arco aértico, s&o
terminagdes nervosas sensiveis as alteragdes indiretas da PA, pois detectam o
estiramento da parede destes vasos. Ativagao dos barorreceptores, como o aumento da
pressdo arterial, enviam impulsos nervosos para o Nucleo do Trato solitario (NTS)
(ACCORSI-MENDONCA; MACHADO, 2013), que desencadeiam respostas para o
medula ventrolateral caudal (CVLM) promovendo a inibigdo dos neurdnios na regiao
rostroventrolateral do bulbo (RVLM; pré-motores simpaticos) diminuindo o estimulo
eferente simpatico para o coragao e os vasos de resisténcia (SVED; GORDON, 1994).

Além das alteracbes na volemia, a principal resposta adaptativa a hipertensao
arterial € a hipertrofia do ventriculo esquerdo (HVE) e o seu diagndstico se da pelo
ecocardiograma (ALDEN et al., 1987). A resposta hipertrofica cardiaca se da por outros
fatores como envolvimento do sistema renina-angiotensina e sistema nervoso simpatico.
Além da hipertrofia, ocorre o aumento de deposigao de colageno no tecido cardiaco que
gera alteracdo no seu funcionamento. Esse conjunto de alteragbes morfolégicas é
denominado remodelamento cardiaco (NWABUO; VASAN, 2020).

O intersticio cardiaco é formado por fibroblastos, células do musculo liso vascular,
macrofagos, mastocitos, células dendriticas e linfocitos, aléem de uma rede proteica da



matriz extracelular (colageno, glicosaminoglicanos, glicoproteinas, proteoglicanos,
fatores de crescimento e proteases) e moléculas responsaveis por diversas sinalizagdes
(DOBACZEWSKI; GONZALEZ-QUESADA; FRANGOGIANNIS, 2010; NWABUO;
VASAN, 2020). Portanto é importante que a arquitetura do intersticio e dos cardiomiécitos
estejam intactas, para a manutencgdo do funcionamento cardiaco de formaadequada e
integra. No entanto, a fibrose cardiaca é resultado de processo reparador devido ao
aumento da pressao exercida no miocardio, que gera lesdo tecidual (HUMERES;
FRANGOGIANNIS, 2019; NWABUO; VASAN, 2020).

1.5. JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

Como exposto, alteragbes alimentares podem influenciar nos parametros
pressoricos, seja pelo excesso de nutrientes ou por desnutrigdo. Na literatura ja sdo bem
descritos os efeitos que a restricdo alimentar promove na prole, durante a fase
intrauterina, variando desde alteragbes metabdlicas a alteragbes presséricas
(CHRISTIANS; SHERGILL; ALBERT, 2021). A lactagdo é um periodo chave para a
maturagao de 6rgéos e sistemas, e insultos nas fases iniciais de vida induzem a prole a
se adaptar de modo a sobreviver. No entanto, pouco se sabe sobre os efeitos
cardiovasculares na prole adulta de progenitoras que passaram por restricdo
caldrico/proteica. Nesse estudo hipotetizamos que ambos os tipos de desnutricdo sao
capazes de alterar tanto parametros presséricos quanto parametros morfolégicos da
prole na fase adulta.



2.

2.1.

OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos causados nas maes devido a intervencgao alimentar, e os efeitos

sobre parametros cardiovasculares na prole, de ambos os sexos, de maes submetidas

a desnutricdo durante a lactagao.

2.2.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Modulo 1 — Avaliar os efeitos metabdlicos e morfolégicos causados nas mées pela

desnutricdo alimentar durante a lactagdo, nos seguintes parametros:

Acompanhar a ingestdo alimentar, ingestdo calorica e o consumo de
macronutrientes (lipideos, carboidratos e proteinas totais) das maes durante a
intervengao alimentar.

Avaliar a evolugdo da massa corporal das maes durante a intervencao alimentar.
Avaliar a composicdo do leite materno no dia 14, ultimo dia de intervengéo
alimentar.

Avaliar o peso dos 6rgaos, depdsito de gordura e a medigéo da tibia das mées
apds o desmame.

Avaliar os parametros bioquimicos do soro das maes apds o desmame.

Avaliar o didametro dos cardiomiécitos e espessura da aorta toracica nas maes no
pos-desmame.

Modulo 2 — Avaliar os efeitos da desnutricdo alimentar materna durante a lactagao

na prole, de ambos os sexos, aos 120 dias de idade, nos seguintes parametros:

Acompanhar a evolugdo da massa corporal da prole, durante a lactacéo e até a
fase adulta.

Avaliar a fungdo e morfologia cardiaca através de ecocardiografia na prole aos
120 dias de vida, de ambos os sexos.

Avaliar os parametros cardiovasculares, através do registro da presséo arterial
pulsatil, frequéncia cardiaca e teste do barorreflexo na prole aos 120 dias de vida,
de ambos 0s sexos.
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Avaliar o comprimento naso-anal, peso dos 6rgaos e medi¢ao da tibia na prole.
Analisar o diametro dos cardiomiécitos, espessura da aorta, fibrose intersticial e
fibrose perivascular na prole aos 120 dias de vida, de ambos 0s sexos.

Parémetros de reatividade vascular ex vivo, através do banho de 6rgdos com
anéis de aorta toracica.
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3. METODOLOGIA

3.1. ANIMAIS

Todos os protocolos foram aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais
da Universidade Federal de Goias (CEUA/UFG), sob protocolo 023/15, e realizados de
acordo com as normativas preconizadas pelo CONCEA para produ¢édo, manutengao ou
utilizagcdo de animais em atividades de ensino ou pesquisa cientifica. Os animais foram
alocados no biotério setorial, no Instituto de Ciéncias Bioldgicas 2, localizado na
Universidade Federal de Goias, durante todo o periodo experimental.

3.2. MODELO EXPERIMENTAL

Ratos Wistar machos (250-300g) e fémeas (200-250g), provenientes do Biotério
Central da Universidade Federal de Goias, foram alojados em gaiolas de polipropileno,
sob temperatura controlada (23 + 2 °C) e ciclo claro / escuro (12/12 horas) durante 7 dias
para o periodo de ambientacdo. Apos esse periodo os animais foram distribuidos na
proporcao de 2 fémeas e 1 macho por caixa para o acasalamento.

Constatada a prenhez, as ratas foram alocadas em um dos trés grupos
experimentais: Controle (CO; n=5) para as quais foi ofertada dieta padréao ad libitum;
Restricdo alimentar moderada (MFR, Moderate Food Restriction; n=4) para as quais foi
ofertada dieta padréao em regime de restricdo de 50% do consumo diario das progenitoras
CO; e Restrigdo alimentar severa (SFR, Severe Food Restriction; n=6) para as quais foi
ofertada dieta com baixo teor de proteinas (LP, low protein, 4,5 g de proteinas / 100g
racao) ad libitum. As maes MFR foram alocadas no biotério interno do laboratério,
durante os 14 dias de restricao alimentar a fim de evitar o cheiro da racdo das outras
caixas alocadas no biotério setorial.

Para restricao alimentar moderada foi utilizado dispenser de ragao, desenvolvido
pelo doutorando Marcos Ferreira, onde foi programado para disponibilizar 1/3 da ragao
as 6 horas da manha e 2/3 da ragao as 18 horas da tarde, a proporcéao foi estabelecida
por serem animais de habito noturno. A restrigdo alimentar de 50% foi realizada duas
vezes ao dia a fim de minimizar o estresse nas progenitoras e evitar que ocorra
canibalismo, por parte das maes. A composi¢ao da dieta LP pode ser observada na
Tabela 1, onde € comparada com a dieta padrao para roedores AIN-93M. Para manter a

equidade entre as ninhadas, apds o parto todas as ninhadas foram ajustadas para 9



12

filhotes (equilibrando as quantidades de machos e fémeas). Em cada ninhada foi utilizado

enriquecimento ambiental para minimizar o estresse nas progenitoras.

As intervencgdes alimentares foram realizadas do 1° ao 14° dia de lactagéo, e do
14° ao 21° dia de lactagdo todas as progenitoras receberam dieta padrdo (Nuvilab,
Colombo, Parana, Brasil) ad libitum. A prole de todos os grupos foi alimentada com dieta
padrédo para roedores em regime ad libitum durante todo o periodo experimental. Para
todos os animais foi ofertada agua filtrada ad libitum.

No dia 21, os filhotes foram separados das maes para o desmame, e devido ao
prejuizo de ganho de massa corporal dos filhotes SFR, eles foram mantidos no biotério
interno do laboratério com mantas térmicas dispostas embaixo das caixas dos filhotes.
Para a separagédo, machos e fémeas, foi acompanhado a evolugdo do ganho de peso
dos animais e a partir de 40 dias de idade foi contabilizado o seu peso corporal. Apds o
desmame, as maes foram submetidas ao jejum de 12 horas, das 18hrs as 6hr da manha,
para coleta de amostras de sangue e foram coletados o coragédo e aorta para analise

morfolégica das maes.

Tabela 1. Informacgbes nutricionais das dietas empregadas no estudo.

COMPONENTES DA RAGAO NP (AIN-93G) LP
Proteinas totais 23,3 4,5
Carboidratos totais 65,5 84,3
Lipidios totais 6,4 6,4
Mix de vitaminas 1,6 1,6
Mix de minerais 3,2 3,2

kcal 3,8 3,8
Total (g) 100 100

Fonte: (FERREIRA et al., 2022; REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993)
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Figura 2. Delineamento experimental, durante o periodo de lactagdo. Fonte: A autora.
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3.3. EXPERIMENTOS IN VIVO

A prole de ambos os grupos teve sua massa monitorada semanalmente durante

o periodo experimental. A figura 3 resume os procedimentos realizados na prole.

9 Prole — 120 dias

Coracao/vaso
isolado

P o
Prole - 21 dias Racéo normal e ad libitum 12 gl

Ecocardiograma

\
h >Ny

Registro acordado

Q 9 Coleta de amostras

Histologia

Figura 3. Delineamento experimental da prole na fase adulta. Fonte: A autora.

3.3.1. Ecocardiograma

Os animais foram anestesiados com Cetamina + Xilazina (80 mg (K) + 5 mg (X)
/Kg de massa corporal; Syntec, Sdo Paulo, Brasil), e foram submetidos a ecocardiograma
usando um sistema ultrassonografico equipado com um transdutor de 12 MHz (GE
Healtcare, Chicago, IL, USA). Foram analisados os didmetros internos do ventriculo
esquerdo em sistole (DIVEs) e em diastole (DIVEd), a espessura do septo interventricular
em sistole (SIVs) e em diastole (SIVd), a espessura da parede livre do ventriculo esquerdo
em sistole (PLVEs) e em diastole (PLVEd). Foram calculados o volume diastélico final (VDF),
volume sistélico final (VSF), volume sistdlico (VS), débito cardiaco (DC) e fragbes de ejecao

e de encurtamento (FEj; FEn).

3.3.2. Banho de 6rgaos: anéis de aorta

Para a avaliacdo da reatividade vascular aédrtica, anéis de aorta toracica
descendente, foram montados em cubas contendo Solu¢do de Krebs-Henseleit (SKH)
(Tabela 2) gaseificada (95% O2 e 5% CO2), com temperatura a 37°C, fixados as hastes
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metalicas acopladas aos transdutores de forca. Os animais foram eutanasiados por
decapitagao 10 minutos apos serem heparinizados (200 U.l./mL de heparina). A cavidade
toracica foi exposta e a aorta toracica descendente foi retirada e dividida em quatro anéis
de 4 mm cada: um anel com endotélio (E+) e com tecido adiposo perivascular (PVAT),
um anel com endotélio e sem o PVAT, um anel sem endotélio (E-)e com PVAT e um anel
sem endotélio e sem PVAT. Os anéis foram estabilizados por umperiodo de 1 hora a uma
tensdo de 1,5 g. A presencga de endotélio funcional foi avaliadapela porcentagem de
relaxamento induzido pela acetilcolina (10 um) nos vasos pré- contraidos com fenilefrina
(0,1 pm). Para avaliacdo do relaxamento dependente de endotélio foram realizadas
curvas dose-resposta cumulativas de ACh (10° a 10->mol/L) em vasos com endotélio e
para o relaxamento independente de endotélio, utilizou-se curva cumulativa de
nitroprussiato de sodio (NPS 10" a 10-* mol/L).

Tabela 2. Composicdo da Solugcdo Krebs-Henseleit

Compostos Concentragao (mmol/L)
NaCl 118,6

KCI 4,6
KH2PO4 0,9
MgS04-7H20 2,4
CaCl2-2H20 3,3
CeH1206 (glicose) 11,1
NaHCOs 24,9

3.3.3. Cateterizacao da veia e artéria femorais

Os animais foram anestesiados com Cetamina + Xilazina (100 mg (K) + 10 mg (X)
/Kg de massa corporal; Syntec, S&do Paulo, Brasil) e submetidos ao procedimento
cirurgico para a implantacdo de cateteres de polietileno preenchidos com salina
heparinizada (50 U/ml, Hepamax, Blau Farmacéutica, Cotia, SP, Brasil) na artéria e veia
femoral direita, para o registro da presséo arterial pulsatil (PAP) e infusdes de drogas,
respectivamente. Os cateteres foram exteriorizados pelo dorso do animal e foram

suturados. Como medidas analgésicas pos-cirurgicas, foi administrado dose unica de
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Flunixina (s.c.; 2,5 mg/Kg de massa corporal; Chemiteq, Sdo Paulo, Brasil). Por fim, os

animais foram acomodados em caixas individuais.

3.3.4. Registro da pressao arterial pulsatil (PAP) e frequéncia cardiaca (FC) em
animais nao anestesiados

Apds a recuperagao dos animais foi realizado o registro dos parémetros
cardiovasculares nos animais acordados. O sinal da PAP foi obtido pela conexdo do
cateter arterial a um transdutor de pressao (MLT0699, ADInstruments, Bella Vista,
Australia) acoplado a um amplificador (Bridge Amp, FE221, ADInstruments, Bella Vista,
Australia). Os dados foram digitalizados em uma taxa amostral de 2 KHz utilizando um
conversor analogico/digital (PowerLab 4/25, ML845, ADInstruments, Bella Vista,
Australia). Os valores de presséo arterial média (PAM), e a FC foram obtidas a partir das
variagdes e dos sinais pulsateis da PA, sendo os calculos realizados por software
(LabChart 7 v7.3.7; ADInstruments, Bella Vista, Australia).

3.3.5. Teste de barorreflexo

Ap0és o registro da PA basal, de aproximadamente 30 minutos para a ambientagao
do animal e estabiliza¢do do registro, foi iniciado a infus&o em bolus (0,1 ml) de fenilefrina
(agonista adrenérgico; Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA), nas concentra¢des de 10,15
e 20 ug - mI', e de nitroprussiato de sédio (doador de NO; Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
EUA) nas concentragdes de 100, 150 e 200 yg - ml'. Para avaliar a sensibilidade
barorreflexa, foi calculado o indice de barorreflexo (IB), dado como a raz&o entre a
variagéo da frequéncia cardiaca e a variagdo da presséo arterial média (AFC - APAM-")

mediante a infusdo dos farmacos acima citados.

3.4. EUTANASIA E COLETA DE AMOSTRAS

Os animais passaram por jejum de 12 horas antes da coleta de tecidos e sangue.
Ao término do jejum, os animais foram anestesiados com Tiopental Sodico (i.v., 40 mg/kg
de massa corporal. Thiopentax, Cristalia, Sdo Paulo, Brasil) para a coleta de sangue por
puncdo venosa da veia cava inferior com agulha e seringa estéreis. Apds a coleta os
animais eutanasiados por exsanguinagdo. As amostras de sangue obtidas foram
depositadas em tubos a vacuo sem heparina e centrifugadas para a coleta do soro
(Microcentrifuga, 2000 rpm, 15 min). Em seguida foram armazenadas a -20 °C.
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Apoés a coleta do sangue foram coletados e dissecados o coragdao e a aorta
abdominal. A tibia direita foi retirada e medida com paquimetro de precisdo. Os tecidos
foram fixados em formaldeido 10% durante 24 horas, em seguida foram realizados
banhos de PBS, alcool 20%, alcool 50% e por fim as amostras foram armazenadas no

alcool 70%. O tempo dos banhos foram no intervalo de 1 hora cada.

3.5. ANALISE HISTOLOGICA

Amostras de coracao foram desidratadas em concentragdes crescentes de alcool
(80%, 90% e 100%; Synth, Diadema, Sdo Paulo, Brasil), diafanizadas em xilol 100%
(Synth, Diadema, Sao Paulo, Brasil) e por fim, foram incluidos em parafina (Synth,
Diadema, S&o Paulo, Brasil). Posteriormente, o material foi seccionado em 7 ym de
espessura utilizando um micrétomo (RM2245, Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha).
Estes cortes ndo-seriados do coragao foram dispostos em laminas de vidro, corados com
Picrossirus Red, para a marcagao do colageno e outras Idaminas foram coradas com

Hematoxilina e Eosina, para analise dos cardiomidcitos.

3.5.1. Medida de didametro dos cardiomiocitos

Utilizando um microscopio o6tico (DM500 + ICC50 HD, Leica Microsystems,
Wetzlar, Alemanha) acoplado a uma camera digital, fotomicrografias contendo cortes
transversais de cardiomiocitos do ventriculo esquerdo foram obtidas. Posteriormente,
utilizando o software ICY (Institut Pasteur, Paris, Franga. http://icy.bioimageanalysis.org/)
foi analisado a distancia entre as extremidades da membrana na altura do nucleo de
cada cardiomidcito. A média e erro padrdo de média foram calculados do didmetro dos

cardiomiocitos, e os resultados foram expressos em um e comparados entre 0s grupos.

3.5.2. Medida de fibrose perivascular no coragao

As fotomicrografias contendo a marcacg&o do colageno ao redor das arteriolas, em
cortes transversais, foram analisadas com o software ICY (Institut Pasteur, Paris, Franca.
http://icy.bioimageanalysis.org/). O indice de fibrose perivascular (IFP) foi calculado pela
area da fibrose dividida pela area do lumen do vaso, e expressos em u.a. A média e o
erro padrao de média para cada animal foram calculados, e o resultados foram expressos

em pum?, e comparados entre 0s grupos.
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3.5.3. Medida de fibrose intersticial no coragao

As fotomicrografias contendo a marcagao do colageno no intersticio, para analise
do percentual de fibrose. Foi realizada analise estereoldgica, com malha de 594 pontos,
atraveés do software Image-Pro Plus (versao 6.0, Media Cybernetics, S&do Paulo). A média
e erro padrido de média foram calculados e os resultados foram comparados entre os

grupos.

3.5.4. Medida da espessura da aorta

As fotomicrografias contendo cortes transversais das aortas foram obtidas.
Posteriormente, utilizando o software ICY (Institut Pasteur, Paris, Franca.
http://icy.bioimageanalysis.org/) foi analisado a distancia entre as extremidades da
camada muscular de cada aorta. A média e erro padrdo de média foram calculados do
diametro dos cardiomidcitos, e os resultados foram expressos em uym e comparados

entre os grupos.

3.6. ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados estdo expressos em Média + Erro Padréo de Média (EPM). Para
analise das diferengas entre os grupos em relagdo ao tempo foi utilizado analise de
variancia de duas vias (two-way ANOVA) seguida pelo pos-teste de Tukey, para analise
do consumo alimentar, para 0 acompanhamento da massa corporal e para a reatividade
vascular; analise de variancia de uma via (one-way ANOVA) seguido pelo pds-teste de
Tukey, para dados bioquimicos, composi¢céo do leite materno, massa dos 6rgaos e dos
depositos de gorduras, ecocardiograma, parametros cardiovasculares e analises

histologicas.

Para a analise estatistica e producéo grafica dos resultados foi utilizado o software
Prism (v9; GraphPad, San Diego, CA, EUA).
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4, RESULTADOS

41. EFEITOS DA RESTRICAO ALIMENTAR SEVERA E MODERADA
DURANTE A FASE DE LACTAGAO NA PROGENITORA

4.1.1. Efeito da restricdo alimentar severa e moderada sobre a ingestao alimentar,
ingestao caldrica e peso corporal das maes durante o periodo de lactagao

Como fixado, as maes alocadas no grupo de restricdo alimentar moderada (MFR)
consumiram 50% a menos da dieta padrdo consumida por seus pares do grupo controle
(Figura 4A) nos 14 primeiros dias de lactagcédo, e apresentaram também reducdo da
ingestéo calorica (Figura 4B). Entretanto, quando encerrado o periodo de intervencao
alimentar, as mdes MFR apresentaram restabelecimento da ingestdo alimentar e da
ingestdo caldrica, equiparando a ingestdo das maes CO (Figura 42 e 4B).
Interessantemente, apesar da dieta LP ser isocal6rica em relagdo a dieta controle, foi
observado que as maes do grupo SFR tiveram menor ingestdo alimentar e ingestao
calorica quando comparadas as maes CO (Figura 4A e 4B), surpreendentemente no
décimo quarto dia pds-natal (PN14), as maes SFR ingeriram menores quantidades
inclusive quando comparadas as mées MFR (Figura 4A e 4B), além disso, mesmo depois
de 7 dias de recuperacgao (PN21), a ingestao alimentar e ingestao calérica das maes SFR
permaneceu significativamente menor que os demais grupos (Figura 4A e 4B).

Em relacdo ao efeito das dietas sobre a massa corporal, a restricdo promovida
pela dieta LP afetou significativamente a manutengéo desse parédmetro nas maes SFR,
que apresentaram progressiva perda de massa corporal ao logo dos 14 dias em que
foram alimentadas com a LP (Figura 4C). Também foi observado que mesmo apds 7 dias
ingerindo dieta padrdo, as maes SFR apresentaram massa corporal menor que as
demais méaes (Figura 4C).

A figura 5 apresenta o comparativo das ingestdes caldricas e de macronutrientes
entre os grupos experimentais. Esses dados representam a ingestéo diaria no 14° dia de
intervengao nutricional, uma vez observado o mesmo padréo na ingestao caldrica e de
nutrientes no terceiro dia e no sétimo dia. Como esperado as maes do grupo MFR
ingeriram exatamente a metade da ingestdo calorica e de macronutrientes comparadas
as maes CO. Na figura 5, também pode ser observado o impacto da diminuigdo na
ingestado alimentar das maes SFR, que afetou sua ingestdo caldrica, sendo menor do
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que das méaes CO e das maes MFR (Figura 5A). Efeito semelhante foi observado com
significativa diminui¢cdo na ingestdo de macronutrientes, onde observamos a diminuicdo
da ingestdo de proteinas totais (Figura 5B), lipideos totais (Figura 5C) e carboidratos
totais (Figura 5D) quando comparado com as maes CO e MFR.
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Figura 4. Efeito da restricdo alimentar severa e moderada sobre a ingestéo alimentar, ingestéo calérica e
peso corporal das méaes durante o periodo de lactagdo. Ingestao alimentar (A), ingestdo caldrica (B) e
massa corporal (C). Dados expressos em Média + EPM. Analise de Variancia de duas vias foi utilizada,
seguida do pods-teste de Tukey. Grupo Controle (CO), restricdo alimentar moderada (MFR) e restrigao
alimentar severa (SFR). *p<0,05 vs CO. #p<0,05 SFR vs MFR
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Figura 5. Efeito da restricdo alimentar severa e moderada sobre as ingestbes caldricas e de
macronutrientes durante 24h no 14° dia da intervengéo. Ingestéo caldrica (A), proteinas totais (B), lipideos
totais (C) e carboidratos totais (D). Dados expressos em Média + EPM. Analise de variancia de uma via
(one-way ANOVA) foi utilizada, seguida do pos-teste de Tukey. Grupo Controle (CO), restricdo alimentar
moderada (MFR) e restrigao alimentar severa (SFR). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 e ****p<0,0001 vs CO.

4.1.2. Efeito darestricao alimentar severa e moderada sobre a composi¢ao do leite

materno

No PN14, foram coletadas amostras de leite para analises da composicao

nutricional e ndo houve diferenga significativa nas dosagens de proteinas totais (Figura

6A) e triglicerideos (Figura 6B).
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Figura 6. Efeito da restricao alimentar severa e moderada sobre a composi¢ao do leite materno. Dosagem
de Proteinas totais (A) e triglicerideos (B). Dados expressos em Médiat EPM. Analise de variancia de uma via
(one-way ANOVA) foi utilizada, seguida do pos-teste de Tukey. Grupo Controle (CO), restricdo alimentar

moderada (MFR) e restrigao alimentar severa (SFR).
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4.1.3. Efeitos da restricao alimentar severa e moderada, durante a lactagao, na
massa corporal, tamanho da tibia e no peso dos 6rgaos das maes

No PN21, ap6s ao desmame, as maes foram submetidas a um periodo de jejum
de 12 horas para realizag&do de coleta de amostras e pesagem de 6rgdos. Observamos
que as maes SFR, continuaram mais leves quando comparadas as méaes do grupo CO
(Figura 7A) mesmo apoés a oferta de dieta padrdo. Como consequéncia, observamos
diminuigdo da massa do coragéo das mées SFR quando comparado as méaes CO (Figura
7C). Nao houve diferenga estatistica na massa dos rins, adrenais, figado e pancreas, e
do tamanho da tibia.

Apesar de nao haver alteragao no peso das gorduras viscerais (retroperitoneal e
mesentérico; Figura 8A e 8B), observamos diminui¢do do tecido adiposo ovariano (TA
OVAR) nas mées MFR (Figura 8C) quando comparado as mées CO, e aumento do tecido

adiposo marrom (TAM; Figura 8D) nas maes SFR quando comparado as mées CO.
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Figura 7. Efeitos da restricdo alimentar severa e moderada, durante a lactagdo, na massa corporal,
tamanho da tibia e no peso dos 6rgaos das maes. Massa corporal (A), tibia (B), peso do coragao (C), do
rim (D), da adrenal (E), do figado (F) e do pancreas (G). Dados expressos em Médiat EPM. Analise de
variancia de uma via (one-way ANOVA) foi utilizada, seguida do pos-teste de Tukey. Grupo Controle (CO),
restrigdo alimentar moderada (MFR) e restricdo alimentar severa (SFR). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 e

****n<0,0001 vs CO.
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Figura 8. Efeitos da restricao alimentar severa e moderada, durante a lactagdo, nos depésitos de gorduras
das maes. Peso do tecido adiposo retroperitoneal (TA RP; A), tecido adiposo mesentérico (TA MES; B),
tecido adiposo ovariano (TA OVAR; C) e tecido adiposo marrom (TAM; D), em razao da massa corporal.
Dados expressos em Médiat EPM. Analise de varidncia de uma via (one-way ANOVA) foi utilizada,
seguida do poés-teste de Tukey. Grupo Controle (CO), restricao alimentar moderada (MFR) e restrigdo
alimentar severa (SFR). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 e ****p<0,0001 vs CO.
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4.1.4. Efeitos da restricao alimentar severa e moderada, durante a lactagao, na
analise bioquimica sérica das maes

Na analise bioquimica sanguinea das progenitoras, ndo observamos nenhuma

alteracdo dos analitos dosados (Figura 9).
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Figura 9. Efeitos da restrigdo alimentar severa e moderada, durante a lactagdo, na analise bioquimica
sérica das méaes. Proteinas totais (A), Albumina (B), Colesterol total (C), Triglicerideos (D), HDL (E), TGO
(F), Fosfatase Alcalina (G) e Glicose (H). Dados expressos em Médiat EPM. Analise de variancia de uma
via (one-way ANOVA) foi utilizada, seguida do pos-teste de Tukey. Grupo Controle (CO), restrigdo
alimentar moderada (MFR) e restrigao alimentar severa (SFR).
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4.1.5. Efeitos da restricdo alimentar severa e moderada, durante a lactagcao, no
diametro dos cardiomidcitos e na espessura da aorta das maes

Apesar das alteragbes da massa corporal e na massa do coragdo nos grupos
restritos, ndo foram encontradas diferengas no didmetro de cardiomiécitos (Figura 10)

nem na espessura das camadas intima-média das aortas toracicas (Figura 11).
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Figura 10. Efeitos da restricdo alimentar severa e moderada, durante a lactagcdo, no didmetro dos
cardiomidcitos das maes. Didmetro dos cardiomiécitos (A), representativa do grupo CO (B), grupo SFR (C)
e grupo MFR (D). Dados expressos em Médiat EPM. Analise de variancia de uma via (one-way ANOVA)

foi utilizada, seguida do pos-teste de Tukey. Grupo Controle (CO), restrigdo alimentar moderada (MFR) e
restricdo alimentar severa (SFR).
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Figura 11. Efeitos da restrigdo alimentar severa e moderada, durante a lactagdo, na espessura da aorta
das maes. Espessura da aorta (A), representativa do grupo CO (B), grupo SFR (C) e grupo MFR (D).
Dados expressos em Médiat EPM. Analise de varidncia de uma via (one-way ANOVA) foi utilizada,

seguida do pods-teste de Tukey. Grupo Controle (CO), restricdo alimentar moderada (MFR) e restrigao
alimentar severa (SFR).
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4.2. EFEITOS DA E{ESTRIQAO ALIMENTAR SEVERA E MODERADA NA
PROLE DE MAES SUBMETIDAS A RESTRICAO

4.2.1. Efeitos da restricao alimentar severa e moderada, durante a lactagao, na
massa corporal da prole

Durante o periodo de restricdo alimentar, foi acompanhada a massa corporal das
proles de ambos os sexos até o PN21. Observou-se que a prole das méaes SFR tiveram
menores ganhos de massa corporal a partir do PN7, e no PN14 houve prejuizo no ganho

de massa corporal também na prole de maes MFR (Figura 12A).

Apos o periodo de restricdo, ainda no periodo de lactagcdo, observamos que
apesar do ligeiro aumento na massa corporal, os animais dos grupos SFR e MFR
continuaram mais leves quando comparados ao grupo CO. Os perfis de evolugdo da
massa corporal foram semelhantes em ambos os sexos, para ambos os tratamentos
(Figura 12A e Figura 12B).

Apds o desmame os animais n&do foram imediatamente dispostos em caixas
separadas, para iniciar o acompanhamento da massa corporal, por estarem
extremamente mais leves e menores que o grupo CO. Portanto foi padronizado,
conforme o ganho de peso dos animais, o inicio do acompanhamento do ganho de massa
a partir do PN40. Observou-se que os machos MFR apresentaram-se mais levesdurante
o periodo da puberdade e inicio da fase adulta, entretanto em torno de 110 diasde idade
(semana 10) os animais conseguiram atingir a massa corporal do grupo CO (Figura 12C).
Ja os machos SFR apresentaram-se mais leves durante todo o periodo atéa fase adulta,
quando comparados aos grupos CO e MFR (Figura 12C).

As fémeas MFR apresentaram-se mais leves até os 60 dias de idade (semana 3),
e apos essa semana ocorreram variagdes no seu ganho de peso, quando comparado ao
grupo CO (Figura 12D). Aos 110 dias de idade (semana 10) elas apresentaram-se mais
leves quando comparadas ao grupo CO. Ja as fémeas SFR apresentaram-se mais leves
durante todo o periodo experimental, quando comparadas aos grupos CO e MFR (Figura
12D), semelhante aos machos SFR.



27

A Lactacao B Lactacao
.50 - 501 - CO
o) ) =
= = MFR
— 40 — 40
o o i SFR
8_30- 8_30-
S 1™
o o
© 20 © 20
3 @
0 10- 0 104
& 10 & 10
= =
01— T T T | 0
0 3 7 14 21
Dias
_ 500~ . 250~
] 0 CO ] ©- CO
- 400 A MFR —_ 200 MFR
o = SFR o] & SFR
8. 300+ 8_ 150
™= S
o o
O 200+ : 100
©
] a
& 1004 & 50
= =
0 T T T T T T T T T 1 c T T T T T T T T 1
01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 01 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Semanas Semanas

Figura 12. Efeitos da restrigdo alimentar severa e moderada, durante a lactagao, na massa corporal da
prole. Massa corporal dos machos (A) e das fémeas (B). Dados expressos em Médiat EPM. Analise de
variancia de duas vias (two-way ANOVA) foi utilizada, seguida do do pés-teste de Tukey. Grupo Controle
(CO), restrigéo alimentar moderada (MFR) e restrigédo alimentar severa (SFR). *p<0,05 vs CO #p<0,05 SFR
vs MFR

4.2.2. Efeitos da restricao alimentar severa e moderada, durante a lactagao, nos
parametros cardiacos morfolégicos e funcionais da prole, avaliados pelo
ecocardiograma

Através de ecocardiografia transtoracica foram avaliados in vivo paréametros

morfofuncionais do ventriculo esquerdo durante a sistole e a diastole.

Houve diminuigdo do diametro interno do ventriculo esquerdo, durante a diastole
(DIVEA) e sistole (DIVEs), nos machos do grupo SFR quando comparados aos machos
do grupo CO (Figura 13). Também foi observada diminuigdo do volume diastdlico final
(VDF), do volume sistdlico final (VSF), do volume sistélico (VS) e do débito cardiaco (DC)
nos machos do grupo SFR quando comparado aos machos do grupo CO (Figura 14).
N&o foram observadas diferengas na fracdo de ejecéo (FE) e frequéncia cardiaca (FC)
entre os grupos. As alteragdes encontradas no grupo SFR se da devido os animais serem

menores diante ao grupo CO.
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Nas fémeas do grupo SFR foi observada diminui¢do do septo interventricular na

diastole (Figura 15D), diminuigdo do VS quando comparados aos respectivos controles

(Figura 16C).
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Figura 13. Efeitos da restrigdo moderada e severa, durante a lactagédo, nos parametros morfoldégicos nos
machos, avaliado pelo ecocardiograma. Septo intraventricular na sistéle (SIVs; A), Diametro interno do
ventriculo esquerdo na sistole (DIVEs; B), Parede Posterior do Ventriculo Esquerdo na sistole (PPVEs; C),
Septo intraventricular na diastéle (SIVd; D), Diametro interno do ventriculo esquerdo na diastole (DIVEd;
E), e Parede posterior do ventriculo esquerdo na diastole (PPVEd; F). Dados expressos em Média

+ EPM. Analise de Variancia de uma via (one-way ANOVA) foi utilizada, seguida do pds-teste de Tukey.
Grupo Controle (CO), restrigao alimentar moderada (MFR) e restrigdo alimentar severa (SFR). *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001 e ****p<0,0001 vs CO.
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Figura 14. Efeitos da restricdo moderada e severa, durante a lactagdo, nos pardmetros funcionais nos
machos, avaliados pelo ecocardiograma. Volume Sistodlico Final (VSF; A), Volume Diastélico Final (VDF;
B), Volume sistdlico (VS; C), Débito Cardiaco (DC; D), Frequéncia Cardiaca (FC; E), e Fragéo de ejegao
(FE; F). Dados expressos em Média + EPM. Andlise de Varidncia de uma via (one-way ANOVA) foi
utilizada, seguida do poés-teste de Tukey. Grupo Controle (CO), restrigdo alimentar moderada (MFR) e
restrigdo alimentar severa (SFR). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 e ****p<0,0001 vs CO.
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Figura 15. Efeitos da restrigho moderada e severa, durante a lactagédo, nos parametros morfolégicos das
fémeas, avaliados pelo ecocardiograma. Septo intraventricular na sistole (SIVs; A), Didmetro interno do
ventriculo esquerdo na sistole (DIVEs; B), Parede Posterior do Ventriculo Esquerdo na sistole (PPVEs;
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C), Septo intraventricular na diastéle (SIVd; D), Diametro interno do ventriculo esquerdo na diastole
(DIVEd; E), e Parede posterior do ventriculo esquerdo na diastole (PPVEd; F). Dados expressos em Média
+ EPM. Analise de Variancia de uma via (one-way ANOVA) foi utilizada, seguida do pés-teste de Tukey.
Grupo Controle (CO), restrigao alimentar moderada (MFR) e restrigdo alimentar severa (SFR). *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001 e ****p<0,0001 vs CO.

0.20- 0.8- *
0.61
er
o8] L T — o0 - T -
= L = —— —
g £ T 04
S N
T w %4 E
2] o »n
> 0.05- > 024 S 0.2
0.001l— . . 0.0 : '
CO MFR SFR CO MFR SFR 0.0l - ;
CO MFR SFR
200+ 400+ 100-
—
£ 150 — 300 __ 801 =— 7 =
= — <3 X 607
= 1004 L 2004 ~—
£ -y W 4o
~— o 'S
O 2 L J
Q = 100 6
oll— y : ol y y ol y ;
CO MFR SFR cO MFR SFR CO MFR SFR

Figura 16. Efeitos da restricdo moderada e severa, durante a lactagéo, nos parametros funcionais das
fémeas, avaliados pelo ecocardiograma. Volume Sistdlico Final (VSF; A), Volume Diastélico Final (VDF;
B), Volume sistdlico (VS; C), Débito Cardiaco (DC; D), Frequéncia Cardiaca (FC; E), e Fragao de ejegao
(FE; F). Dados expressos em Média + EPM. Anadlise de Variancia de uma via (one-way ANOVA) foi
utilizada, seguida do pods-teste de Tukey. Grupo Controle (CO), restrigdo alimentar moderada (MFR) e
restrigdo alimentar severa (SFR). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 e ****p<0,0001 vs CO.

4.2.3. Efeitos da restricdao alimentar severa e moderada, durante a lactagao, na
pressao arterial, frequéncia cardiaca da prole e na sensibilidade dos
barorreceptores

A fim de verificar os efeitos das diferentes restricbes alimentares em alteracdes
na PA, foi realizado o registro de pressao arterial (PA) invasiva em animais nao
anestesiados. Foi observado aumento da pressao arterial sistélica (PAS), presséoarterial
diastolica (PAD), presséo arterial média (PAM), porém sem alteragdes da frequéncia
cardiaca (FC) (Figura 19) nos machos do grupo MFR quando comparados aorespectivo
controle. Interessantemente, os machos do grupo SFR nao apresentaram alteragdes nos

parametros cardiovasculares analisados.
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Apoés a aquisigdo de registro de PA em niveis basais, foi realizado o teste do
barorreflexo. O indice do barorreflexo (IB) dos machos MFR e SFR, foi menor nas

injecbes de fenilefrina (Figura 17E) e nitroprussiato de sédio (Figura 17F), quando

comparado ao grupo CO.
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Figura 17. Efeitos da restricdo alimentar moderada e severa, durante a lactagédo, na pressao arterial,
frequéncia cardiaca e na sensibilidade dos barorreceptores dos machos. Pressao Arterial Sistélica (PAS;
A), Pressao Arterial Diastolica (PAD; B), Pressao Arterial Média (PAM; C), Frequéncia Cardiaca (FC; D),
indice do barorreflexo a injegdes em bélus de Fenilefrina (E) e de Nitroprussiato de sédio (F). Dados
expressos em Média + EPM. Analise de Varidncia de uma via (one-way ANOVA) foi utilizada, seguida do
pos-teste de Tukey. Grupo Controle (CO), restrigdo alimentar moderada (MFR) e restrigdo alimentar severa
(SFR). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 e ****p<0,0001 vs CO.
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Nas fémeas, observamos que ambas as restricbes nao foram capazes de alterar
a PAS, PAD, PAM e FC (Figura 18). E de forma similar, a sensibilidade dos

barorreceptores estavam inalteradas (Figura 18E 18F).
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Figura 18. Efeitos da restricdo moderada e severa, durante a lactagdo, na presséo arterial, frequéncia
cardiaca e sensibilidade dos barorreceptores das fémeas. Pressdo Arterial Sistélica (PAS; A), Pressao
Arterial Diastdlica (PAD; B), Pressdo Arterial Média (PAM; C), Frequéncia Cardiaca (FC; D), indice do
barorreflexo a inje¢cdes em bolus de Fenilefrina (E) e de Nitroprussiato de sédio (F). Dados expressos em
Média + EPM. Analise de Variancia de uma via (one-way ANOVA) foi utilizada, seguida do pds-teste de
Tukey. Grupo Controle (CO), restricdo alimentar moderada (MFR) e restricdo alimentar severa (SFR).
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4.2.4. Efeitos da restricao alimentar severa e moderada, durante a lactagao, na
massa corporal e dos érgaos, e no crescimento da prole

Foi observado que a prole do sexo masculino SFR foram mais leves (Figura 19A)
e menores (Figura 19B) quando comparados ao grupo CO. Machos MFR apresentaram
maior ganho de massa corporal durante o desenvolvimento pos-desmame, alcangando
a massa média dos animais controles (Figura 19A). Além disso, os machos SFR
apresentaram menor massa do coragdo em relagdo ao respectivo controle (Figura 19D).
Em outros orgaos (rim, adrenal, figado e pancreas) nado houve diferengas em relagéo a
massa (Figura 19E-H).

Resguardadas as devidas propor¢des, a massa corporal de fémeas restritas
seguiu o mesmo perfil do sexo oposto (Figura 20A). Fémeas SFR apresentaram menor
massa corporal em relagdo ao respectivo controle (Figura 20A), entretanto a restricao
alimentar severa nao foi capaz de interferir no seu crescimento (Figura 20B). Nao houve
diferenga na massa corporal ou comprimento nasoanal entre fémeas do grupo SFR e
CO (Figura 20B). Fémeas SFR apresentaram menor massa do coragéo em relagc&o ao
respectivo controle (Figura 20D), sem alteragdo na massa dos outros 6rgaos.

Nos depdsitos de gorduras, houve aumento da gordura visceral retroperitoneal
(Figura 21A), tanto nos machos do grupo SFR quanto no grupo MFR, e aumento do TAM
no grupo SFR quando comparado ao grupo CO. Ja nos depoésitos de gorduras das
fémeas, houve aumento do TA OVAR no grupo MFR quando comparado ao grupo SFR
(Figura 22D), e aumento do TAM no grupo SFR quando comparado ao grupo CO (Figura
22D).
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Figura 19. Efeitos da restricdo moderada e severa, durante a lactagéo, na massa corporal e no dos 6rgéos,
e no crescimento dos machos. Massa corporal (A), Comprimento naso-anal (B), tamanho da tibia (C) Peso
do coragdo em razao pela tibia (D), peso do rim (E), da adrenal (F), do figado (G) e o do pancreas (H), em
razao da massa corporal. Dados expressos em Médiat EPM. Analise de Variancia de uma via (one-way
ANOVA) foi utilizada, seguida do pds-teste de Tukey. Grupo Controle (CO), restricao alimentar moderada
(MFR) e restrigao alimentar severa (SFR). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 e ****p<0,0001 vs CO.
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Figura 20. Efeitos da restricdo moderada e severa, durante a lactagdo, na massa corporal e dos 6rgaos,
e no crescimento das fémeas. Massa corporal (A), Comprimento naso-anal (B), tamanho da tibia (C) Peso
do coragdo em razao pela tibia (D), peso do rim (E), da adrenal (F), do figado (G) e o do pancreas (H), em
razao da massa corporal. Dados expressos em Médiat EPM. Analise de Variancia de uma via (one-way
ANOVA) foi utilizada, seguida do pds-teste de Tukey. Grupo Controle (CO), restrigao alimentar moderada
(MFR) e restrigao alimentar severa (SFR). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 e ****p<0,0001 vs CO.
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Figura 21. Efeitos da restrigho moderada e severa, durante a lactagao, nos depdsitos de gorduras dos
machos. Peso do tecido adiposo retroperitoneal (TA RT; A), tecido adiposo mesentérico (TA MES; B),
tecido adiposo epididimal (TA EP; C) e tecido adiposo marrom (TAM; D), em razdo da massa corporal.
Dados expressos em Médiat EPM. Analise de Variancia de uma via (one-way ANOVA) foi utilizada,
seguida do pods-teste de Tukey. Grupo Controle (CO), restricdo alimentar moderada (MFR) e restrigao
alimentar severa (SFR). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 e ****p<0,0001 vs CO.
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Figura 22. Efeitos da restrigho moderada e severa, durante a lactagao, nos depésitos de gorduras das
fémeas. Peso dos depdsitos de gorduras das ratas Wistar aos 120 dias de idade. Peso do tecido adiposo
retroperitoneal (TA RT; A), tecido adiposo mesentérico (TA MES; B), tecido adiposo ovariano (TA OVAR;
C) e tecido adiposo marrom (TAM; D), em razdo da massa corporal. Dados expressos em Médiat EPM.
Andlise de Variancia de uma via (one-way ANOVA) foi utilizada, seguida do pds-teste de Tukey. Grupo
Controle (CO), restrigao alimentar moderada (MFR) e restrigdo alimentar severa (SFR). *p<0,05; **p<0,01;
***n<0,001 e ****p<0,0001 vs CO.
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4.2.5. Efeitos da restricdo alimentar severa e moderada, durante a lactagao, na
analise histolégica cardiaca

Na analise histolégica cardiaca, houve aumento da fibrose intersticial (Figura 23A)
e da fibrose perivascular (Figura 23B) nos machos do grupo MFR, em relagédo ao seu
respectivo controle. Na espessura dos cardiomidcitos, observamos aumento no diametro
indicando hipertrofia dos cardiomidcitos (Figura 24), nos machos do grupo MFR quando

comparado ao CO.
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Figura 23. Efeitos da restricgdo alimentar moderada e severa, durante a lactagdo, na deposigdo de
colageno no coragao dos machos. Fibrose intersticial (A) e fibrose perivascular (B). Dados expressos em
Médiat EPM. Analise de Variancia de uma via (one-way ANOVA) foi utilizada, seguida do pds-teste de
Tukey. Grupo Controle (CO), restricdo alimentar moderada (MFR) e restricdo alimentar severa (SFR).
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 e ****p<0,0001 vs CO.
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Figura 24. Efeitos da restricdo alimentar moderada e severa, durante a lactacdo, no didmetro dos
cardiomiécitos dos machos. Andlise dos cardiomiécitos e representativas dos respectivos grupos. Dados
expressos em Médiat EPM. Anadlise de Variancia de uma via (one-way ANOVA) foi utilizada, seguida do
pos-teste de Tukey. Grupo Controle (CO), restrigdo alimentar moderada (MFR) e restrigdo alimentar severa
(SFR). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 e ****p<0,0001 vs CO.



38

As fémeas nao apresentaram nenhuma alteragcao no coracado em relacao a fibrose

intersticial (Figura 25A), fibrose perivascular (Figura 25B), e didmetro dos cardiomiécitos

(Figura 26).
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Figura 25. Efeitos da restrigdo alimentar moderada e severa, durante a lactagdo, na deposigdo de
colageno no coragao das fémeas. Fibrose intersticial (A) e fibrose perivascular (B). Dados expressos em
Médiat EPM. Analise de Variancia de uma via (one-way ANOVA) foi utilizada, seguida do pds-teste de
Tukey. Grupo Controle (CO), restrigdo alimentar moderada (MFR) e restricdo alimentar severa (SFR).
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Figura 26. Efeitos da restricdo alimentar moderada e severa, durante a lactagdo, no didmetro dos
cardiomiécitos das fémeas. Analise dos cardiomidcitos e representativas dos respectivos grupos. Dados
expressos em Médiat EPM. Andlise de Variancia de uma via (one-way ANOVA) foi utilizada, seguida do
pos-teste de Tukey. Grupo Controle (CO), restrigdo alimentar moderada (MFR) e restrigdo alimentar severa

(SFR).

4.2.6. Efeitos da restricio alimentar moderada e severa, durante a lactagao, na
reatividade vascular

No teste de viabilidade do endotélio, foi avaliado o relaxamento endotélio-
dependente com acetilcolina, apds pré-contracdo com fenilefrina. Observamos que na
aorta com o tecido adiposo perivascular (PVAT) ndo ha nenhuma alteragdo no

relaxamento dependente do endotélio em ambos os sexos (Figura 27).
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Figura 27. Efeitos da restricdo alimentar moderada e severa, durante a lactagéo, no relaxamentoendotélio-
dependente, com acetilcolina, com tecido adiposo perivascular (PVAT). Analise do relaxamentode ambos
os sexos. Dados expressos em Médiat EPM. Analise de variancia de duas vias (two-way ANOVA) foi
utilizada, seguida do do poés-teste de Tukey. Grupo Controle (CO), restricao alimentar moderada (MFR) e
restrigdo alimentar severa (SFR).

Nos anéis sem o PVAT, também nao encontramos nenhuma alteragao da

resposta do relaxamento endotélio-dependente (Figura 28).
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Figura 28. Efeitos da restricdo alimentar moderada e severa, durante a lactagéo, no relaxamentoendotélio-
dependente, com acetilcolina, com tecido adiposo perivascular (PVAT). Analise do relaxamentode ambos
os sexos. Dados expressos em Médiat EPM. Analise de variancia de duas vias (two-way ANOVA) foi
utilizada, seguida do poés-teste de Tukey. Grupo Controle (CO), restrigdo alimentar moderada(MFR) e
restrigdo alimentar severa (SFR).
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Apos teste do relaxamento endotélio-dependente, foi induzido o relaxamento com
nitroprussiato de sodio (NPS), de forma a avaliar o relaxamento ndo dependente do
endotélio. Logo, observamos que os anéis de aorta de machos MFR, com PVAT
preservado, apresentaram maior resposta maxima no relaxamento induzido por NPS
(Figura 29).
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Figura 29. Efeitos da restricdo alimentar moderada e severa, durante a lactagdo, no relaxamento
independente do endotélio, com nitroprussiato de sdédio, com tecido adiposo perivascular (PVAT). Analise
do relaxamento de ambos os sexos. Dados expressos em Médiat EPM. Analise de varidncia de duas vias
(two-way ANOVA) foi utilizada, seguida do pos-teste de Tukey. Grupo Controle (CO), restricdo alimentar
moderada (MFR) e restrigao alimentar severa (SFR).
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Figura 30. Efeitos da restricdo alimentar moderada e severa, durante a lactagdo, no relaxamento
independente do endotélio, com nitroprussiato de sddio, sem tecido adiposo perivascular (PVAT). Analise
do relaxamento de ambos os sexos. Dados expressos em Médiat EPM. Analise de varidncia de duas vias
(two-way ANOVA) foi utilizada, seguida do pos-teste de Tukey. Grupo Controle (CO), restricdo alimentar
moderada (MFR) e restrigdo alimentar severa (SFR). *p<0,05 vs CO #p<0,05 SFR vs MFR.
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Nos anéis sem PVAT, ainda observamos maior relaxamento nos machos MFR
quando comparados aos machos CO (Figura 30). Entretanto ndo foi detectado nenhum
efeito nas fémeas em nenhum dos grupos (Figura 30).

Seguido da avaliagcéo do relaxamento, e apds o periodo de estabilizag&do, os anéis
de aorta foram submetidos a curva de concentragédo de fenilefrina para avaliagdo da
resposta contratil. Observamos que a resposta contratil dos anéis de aorta de machos
MFR com endotélio e PVAT intactos, ocorre de forma mais amena, sendo diferente tanto

comparado ao grupo CO quanto ao grupo SFR (Figura 31).
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Figura 31. Efeitos da restricdo alimentar moderada e severa, durante a lactagdo, na vasoconstrigao com
endotélio e o tecido adiposo perivascular (PVAT) intactos. Analise da resposta contratil de ambos os sexos.
Dados expressos em Médiat EPM. Anadlise de variancia de duas vias (two-way ANOVA) foi utilizada,
seguida do pods-teste de Tukey. Grupo Controle (CO), restricdo alimentar moderada (MFR) e restrigao
alimentar severa (SFR). *p<0,05 vs CO #p<0,05 SFR vs MFR.

Nos anéis com endotélio intacto e sem o PVAT, observamos alteragdes em pontos
aleatorios da curva, tanto nos machos quanto nas fémeas, mas nao se alterou de forma
consistente ao longo das concentragdes crescentes (Figura 32).

Ja nos anéis com endotélio e PVAT preservados, observamos resposta similar a
anéis com PVAT mas sem endotélio, uma resposta contratil prejudicada nos machos

MFR quando comparados ao grupo CO (Figura 33).
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Figura 32. Efeitos da restricdo alimentar moderada e severa, durante a lactagédo, na vasoconstrigdo com
endotélio intacto e sem o tecido adiposo perivascular (PVAT). Andlise da resposta contratil de ambos os
sexos. Dados expressos em Médiat EPM. Andlise de varidncia de duas vias (two-way ANOVA) foi
utilizada, seguida do pds-teste de Tukey. Grupo Controle (CO), restrigdo alimentar moderada (MFR) e
restricdo alimentar severa (SFR). *p<0,05 vs CO #p<0,05 SFR vs MFR.
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Figura 33. Efeitos da restricdo alimentar moderada e severa, durante a lactagédo, na vasoconstrigdo sem
o endotélio intacto e com tecido adiposo perivascular (PVAT). Andlise da resposta contratil de ambos os
sexos. Dados expressos em Médiat EPM. Andlise de varidncia de duas vias (two-way ANOVA) foi
utilizada, seguida do pdés-teste de Tukey. Grupo Controle (CO), restrigdo alimentar moderada (MFR) e
restricdo alimentar severa (SFR). *p<0,05 vs CO #p<0,05 SFR vs MFR.

Nos anéis sem o endotélio e sem o PVAT, a resposta contratil dos machos MFR
foram mais eficientes quanto comparados ao grupo CO e ao SFR (Figura 34). As fémeas
MFR apresentaram o mesmo padrao de resposta dos machos MFR.
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Figura 34. Efeitos da restricdo alimentar moderada e severa, durante a lactagédo, na vasoconstricdo sem
o endotélio intacto e sem o tecido adiposo perivascular (PVAT). Analise da resposta contratil de ambos os
sexos. Dados expressos em Médiat EPM. Andlise de varidncia de duas vias (two-way ANOVA) foi
utilizada, seguida do pdés-teste de Tukey. Grupo Controle (CO), restrigdo alimentar moderada (MFR) e
restricdo alimentar severa (SFR). *p<0,05 vs CO #p<0,05 SFR vs MFR.

4.2.7. Efeitos da restricdo alimentar severa e moderada, durante a lactagao, na
analise histolégica da aorta

Espessura Aorta (um)

Espessura Aorta (pm)

Figura 35. Efeitos da restrigdo alimentar moderada e severa, durante a lactagdo, na espessura da aorta
de ambos os sexos. Dados expressos em Médiat EPM. Andlise de Variancia de uma via (one-way ANOVA)
foi utilizada, seguida do pos-teste de Tukey. Grupo Controle (CO), restrigdo alimentar moderada(MFR) e
restrigdo alimentar severa (SFR). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 e ****p<0,0001 vs CO.
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Na analise da espessura da aorta, ndo encontramos nenhuma alteragdo nos
machos, entretanto nas fémeas SFR houve diminuicdo da espessura da camada intima-

média quando comparadas ao grupo CO (Figura 35).

5. DISCUSSAO

Este estudo mostrou pela primeira vez que o modelo de restri¢ao proteica induzida
por uma dieta LP, ja bastante utilizada em outros estudos, promove significativa redu¢ao
da ingestdo alimentar, com consequente redugcdo da ingestdo caldrica e de
macronutrientes nas maes que foram alimentadas com a LP e caracterizadas como
restricao alimentar severa. A fim de estabelecer se as alteragdes encontradas eram
causadas pela reducao de proteinas na dieta ou pela redu¢gdo do consumo caldrico,
mostramos pela primeira vez a diferenga entre os efeitos da restrigdo alimentar severa e
da restricao alimentar moderada, nos parametros cardiovasculares na prole de maes que
passaram por estas intervengdes alimentares.

Para tal, foi investigado inicialmente as alteragdes das restricdes nas progenitoras
e como foi constituido o ambiente materno como, composig¢ao do leite materno, analise
bioquimica, peso dos 6rgédos e analise morfolégica do coracdo e aorta. O
questionamento inicial foi como seria a ingestao alimentar e o ganho de massa corporal
das mées, durante a lactagdo. As maes do grupo MFR apresentaram diminui¢do de 50%
da ingestao alimentar, comparada as méaes CO, devidamente ao protocolo de restrigao
utilizado no estudo, e apresentaram redugdo no ganho de peso corporal. As maes do
grupo SFR apresentaram uma queda na ingestdo alimentar, chegando a ter ingestao
menor que o grupo de MFR, provavelmente pela baixa palatabilidade da ragao.
Consequentemente, as maes SFR tiveram prejuizo no ganho de massa corporal, durante
o periodo de intervengao alimentar. Progenitoras que foram submetidas a restrigao
alimentar de 30% durante a gestagdo, apresentaram redu¢do no ganho de massa
corporal quando comparada as progenitoras controles ad libitum, além disso gerou
retardo no crescimento dos fetos, mostrando que a restrigdo caldrica influencia
diretamente na perda de massa corporal (VICKERS et al., 2000).

Apds o 14° dia da lactagao, foi ofertada dieta padrao e ad libitum para todas as
maes, onde as progenitoras tiveram 7 dias de recuperagao pos-intervencéo alimentar.
Neste periodo, foi observado que as maes MFR tiveram aumento da ingestao alimentar
e de sua massa corporal, chegando ao final (21° dia) ser semelhante ao grupo CO. As
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progenitoras SFR apresentaram aumento da ingestdo alimentar e da massa corporal
(quando comparado a sua ingestdo e massa corporal durante intervencéo alimentar),
mas continuaram com ingestdo alimentar e massa corporal menor que as maes CO.
Outro estudo mostrou que restricao alimentar de 50% durante todo o periodo de
gestacéo, provoca redugdo da massa corporal das maes, entretanto quando € ofertado
racao ad libitum durante toda a lactagao, a progenitora consegue ganhar massa corporal
chegando ao peso, no final da lactagdo, do seu respectivo grupo controle (HOWIE;
SLOBODA; VICKERS, 2012).

Em suma, o presente estudo mostra que a restricdo alimentar severa trouxe mais
complicagdo no ganho de massa corporal nas maes, devido a sua hipofagia. Os
resultados observados nesse estudo, corroboram com os observados por De Oliveira et
al. (2018) , o autor relata que ratas Wistar alimentadas com LP durante os 14 primeiros
dias de lactacdo apresentam significativa redugdo da ingestdo alimentar, o autor
argumenta que essa reducao pode ser explicada pela baixa palatabilidade da dieta LP.
Isso se deve sobretudo pelo fato de substituirmos a massa proteica retirada, por amido
(fonte de carboidrato), assim mantendo a densidade energética da dieta LP, que
comparada a AIN-93G ¢ isocaldrica. Possivelmente, o excesso de amido torne a dieta
menos palatavel. Por outro lado, devemos ressaltar que o alto teor de carboidratos
também possa interferir na regulacdo neuroenddcrina do apetite/saciedade (DE
OLIVEIRA et al., 2018).

ApdOs observar que as restricdes alimentares trouxeram alteracbes na massa
corporal e na ingestdo alimentar, foi calculado a ingestdo caldrica das méaes. As
progenitoras MFR, tiveram redugao de 50% na ingest&do cal6rica e dos macronutrientes
(proteinas totais, lipideos totais e carboidratos totais), comparado as maes CO. No grupo
SFR foi observado diminuigdo da ingestao calorica e dos macronutrientes, comparado
tanto com as maes CO quanto as maes MFR. A racao hipoproteica € isocal6rica e com
a queda no consumo da ragao, a ingestdo das mées SFR foi hipocaldrica.

Conforme as alteragbes nutricionais das maes, foi realizada a dosagem
bioquimica do leite materno (14° dia), no ultimo dia de intervencao alimentar. N&o foi
encontrada nenhuma alteragdo nas concentragdes proteicas e de triglicerideos do leite.
Dados nao publicados, mostraram aumento de proteinas, lipideos e carboidratos no leite
das maes SFR no 7° dia da intervencao alimentar, porém no 14° dia n&o houve alteracao,

assim como os dados encontrados no presente estudo.
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Com esses achados, foi observado que as maes SFR provavelmente passam por
um periodo de adaptagcao durante os primeiros 7 dias, a fim de ofertar nutrientes para a
prole, e as progenitoras MFR provavelmente ndo passam por adaptagédo tdo complexa.
O organismo promove adaptagdes preditivas em resposta aos sinais ou estimulos que
estdo sendo sinalizados, resultando em ajustes nos sistemas homeostaticos para ajudar
na sobrevivéncia e melhorar o sucesso em um ambiente adverso (HOWIE; SLOBODA;
VICKERS, 2012).

Sabendo que a intervencao alimentar foi capaz de alterar a massa corporal, a
proxima investigagcédo foi no peso dos 6rgaos das progenitoras apos o desmame. Foi
observado reducio do peso do coragido das maes SFR, quando comparado as maes CO
e MFR, e nos outros orgdos (rim, adrenal, figado e pancreas) n&do houve nenhuma
diferenga no peso. Um estudo com restricao proteica de 8% durante 14 dias da gestagéo,
mostrou que a restricdo proteica promoveu reducdo da massa corporal, mas nao houve
alteragdo na pressédo arterial em nenhum momento da gestacdo (LANGLEY-EVANS;
PHILLIPS; JACKSON, 1994). Entretanto, restricdo alimentar de 30% durante a gestacao
promove diminui¢do do peso do figado e dos rins das maes (VICKERS et al., 2000).

Com relagéo aos depositos de gorduras, observamos aumento do TAM nas maes
SFR quando comparado as méaes CO. O TAM é um 6rgao termogénico e libera a energia
dos nutrientes como calor para manter a temperatura corporal, e quando ocorre estimulo
de frio gera aumento da atividade do TAM para gerar a estabilizagdo da temperatura
corporal (OELKRUG; POLYMEROPOULOS; JASTROCH, 2015). Sabendo isso
podemos inferir que devido a perda de peso corporal, como resposta adaptativa houve
aumento do TAM nas méaes SFR.

Avaliando os analitos bioquimicos das maes no final da lactacdo, nao foi
encontrado nenhuma alteracdo das proteinas totais, albumina, perfil lipidico e nos
marcadores de lesdo hepatica. Por fim, foi realizado a analise histolégica cardiaca das
maes. Nao houve alteragbes morfologicas nos cardiomiocitos e na aorta dos grupos.
Baseando nos achados da alteragdo no peso do coragao, do grupo SFR, as progenitoras
podem ter sofrido adaptagdo fisiologica e n&o patolégica durante a intervencgéo.
Corroborando com os resultados morfolégicos encontrados com a intervengao durante a
lactacédo, a restrigao proteica na fase intrauterina ndo promove alteragdo nos parametros
pressoricos das maes (LANGLEY-EVANS; PHILLIPS; JACKSON, 1994). A figura 27
resume os principais efeitos da restricdo proteico/calérica nas progenitoras durante a

lactacgao.
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14° dia - Lactagao

m 1 Ingestéo alimentar
1 Massa corporal

Ingestao isocalorica

| Ingestdo alimentar
(Hipoproteica 4%)
| Massa corporal
Ingestao hipocaldrica

<

o LS - ¥ 2=y

21° dia - Lactagao

1 Ingestao alimentar
1 Massa corporal
Ingestédo isocalorica

| Ingestao alimentar (dieta padrao)
| Massa corporal
| Peso do coragao
1 Peso do TAM

Figura 36. Resumo dos resultados encontrados nas progenitoras.

Foi acompanhado o ganho de massa corporal da prole, de ambos os sexos,
durante a lactacéo e do pés-desmame até a fase adulta. A alteracdo na massa corporal
da prole, foi semelhante ao das maes, entretanto tanto machos quanto fémeas MFR n&o
conseguiram atingir o peso dos filhotes CO, no periodo de adaptagdo, como as maes
conseguiram. Tanto os filhotes MFR e quanto os filhotes SFR se apresentaram mais
leves durante todo o periodo de intervengao alimentar, quando comparado ao grupo CO.
Durante o acompanhamento de ganho da massa corporal do pés-desmame até a fase
adulta, observamos que o grupo MFR na fase adulta atingiu a massa corporal do grupo
CO e o grupo SFR (tanto os machos quanto as fémeas) se apresentaram bem mais leves
e menores em relagdo ao grupo MFR e CO. A restrigdo alimentar de 30% durante a
gestacéo gera retardo no crescimento dos filhotes, fazendo com que estes se tonem mais
leves e também menores quando comparados ao seus respectivos controles (VICKERS
et al., 2000). Estudo com modelo de restricdo proteica de 8% durante a gestacéo,
mostrou que a prole nasceu menor em relagao ao respectivo grupo controle (LANGLEY-
EVANS; PHILLIPS; JACKSON, 1994) e outro estudo modelo de restricdo proteica de
4,5%, durante os 14° dias de lactagédo, interferiu no ganho de massa corporalna prole ja
na fase adulta (DE OLIVEIRA et al., 2018). Em suma, podemos inferir que alteragéo
futura no ganho de peso da prole, que foram submetidas as intervenc¢des alimentares

nas fases iniciais da vida, sugere que existe adaptagcédo ou alteragdo no
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desenvolvimento das células hipotalamicas que estdo envolvidas na indugao do apetite,
do desenvolvimento e no crescimento do organismo podendo gerar alteragdes na
composicao corporal (RAVELLI, 1976; SILVEIRA et al., 2007).

Foi realizado o ecocardiograma in vivo para avaliar os parametros morfologicos e
funcionais da prole na fase adulta. Os machos SFR apresentaram diminuicdo dodiametro
interno do ventriculo esquerdo durante a sistole e diastole, comparado com o CO. Nos
parametros funcionais, observamos que os machos SFR apresentaram diminuicdo do
volume sistélico final, volume diastolico final, volume sistdlico e o débito cardiaco.
Enquanto as fémeas SFR apresentaram o septo intraventricular durante a diastole menor
e o volume sistdlico reduzido, quando comparado com as fémeas CO. Asalteracdes
encontradas no ecocardiograma mostram uma possivel adaptacdo fisioldgica dos
animais, devido ao grupo SFR serem menores que o grupo CO e MFR. E sabido quea
restricado proteico-caldrica, durante 3 semanas em caes, promove atrofia dos miécitos
que reflete na reducio do volume do débito cardiaco, com a contratilidade reduzida sem
refletir em outras propriedades do coracédo. Além desses achados, houve reducédo da
massa do coragao assim como do peso corporal dos animais restritos, isso indica que a
contratilidade deprimida foi devido a perda de massa muscular (ALDEN et al., 1987;
CICOGNA et al., 1999).

Em seguida, foi realizado o registro invasivo em animais n&o anestesiados para
avaliacdo da pressao arterial e da frequéncia cardiaca dos animais na fase adulta.
Surpreendentemente, os machos do grupo MFR apresentaram aumento da PAS, PAD e
PAM, sem alteracdo na FC, enquanto os animais SFR ndo apresentaram nenhuma
variacdo na presséo arterial, chegando a ser semelhante ao grupo CO. E sabido que a
desnutricdo proteica intrauterina promove aumento da pressdo arterial sistolica nos
filhotes com idade de 4 semanas ap6s o desmame, quando comparados aos seus
respectivos controles. O fenbmeno foi observado tanto nos machos quanto nas fémeas
(LANGLEY-EVANS; PHILLIPS; JACKSON, 1994). A restrigao alimentar de 30% durante
a fase intrauterina também foi capaz de aumentar a PAS, os niveis plasmaticos de
insulina e leptina da prole ao 100 dias de idade (VICKERS et al., 2000). Outro estudo
com o modelo de restrigdo proteico-caldrica, durante 6 semanas em ratos, mostraram
aumento dos niveis de catecolaminas (PISSAIA; ROSSI; OLIVEIRA, 1980). Na génese
de patologias cardiovasculares, como a hipertensao e hipertrofia cardiaca, é observado
aumento da atividade simpatica e dos niveis circulantes de catecolaminas (ESLER;

KAYE, 2000). A hipertensédo gerada pela desnutricdo pode ser consequéncia além do
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aumento da atividade simpatica, pela disfungdo endotelial (DE BELCHIOR et al., 2012),
€ sabido que alteracdo endotelial € uma caracteristica precoce associada a desnutricao
fetal, que esta associada a resisténcia a insulina e desenvolvendo a hipertensao
(GOODFELLOW et al., 1998).

Por outro lado, as fémeas na fase adulta ndo apresentaram nenhuma alteragao
pressorica, mostrando provavel fator cardioprotetor inerente ao sexo. Estudo com
modelo de restricdo proteica de 9% durante 14 dias na fase adulta, ndo promoveu
alteragdes na PAS em fémeas (LANGLEY-EVANS; PHILLIPS; JACKSON, 1994). Sabe-
se que existem diferencas nas respostas cardiovasculares entre os sexos, e no geral as
mulheres acabam sendo mais protegidas de doengas cardiacas do que os homens, e o
estrogénio atua como um importante fator cardioprotetor (CRESCIOLI, 2021). Nesse
sentido, recentemente mostramos que o estrégeno de fato apresenta efeito
cardioprotetor em fémeas pertencentes a prole de maes obesas, quando comparadas
com seus irmaos machos. No referido estudo, os filhotes machos desenvolveram
disfung&o cardiaca e nao foram constatadas nas fémeas (ARAUJO et al., 2022).

A fim de saber como estaria o funcionamento de um dos mecanismos
responsaveis pelo controle da pressao arterial, realizamos o teste do barorreflexo. Foi
observado que tanto os machos MFR e SFR apresentaram diminui¢gdo na sensibilidade
dos barorreceptores. Entretanto ao avaliar as fémeas, ndo encontramos nenhuma
alteracdo no barorreflexo. Isso mostra que a restrigdo alimentar moderada durante a
lactac&o foi capaz de gerar hipertenséo arterial e diminuir a sensibilidade na prole na
fase adulta dos machos, e novamente que as fémeas n&o apresentaram alteracdes. E
sabido que individuos e animais hipertensos apresentam reducdo da sensibilidade do
barorreflexo devido a disfungdo autonémica, com desequilibrio simpatovagal em relag&o
a hiperatividade simpatica (JOHNSON, 2019).

Corroborando os dados pressoricos, observamos aumento da fibrose intersticial,
perivascular e da espessura dos cardiomiécitos nos machos MFR, quando comparado
ao grupo CO. Contudo, nas fémeas ndo encontramos nenhuma alteragédo histoldgica.
Isso mostra que os machos MFR apresentaram remodelamento cardiaco. A fibrose
cardiaca € o acumulo de proteinas da matriz extracelular na musculatura cardiaca, e €
encontrado em doenga cardiaca hipertensiva. O aumento da deposigcéo de colageno gera
desarranjo na arquitetura do miocardio, promove rigidez da camara principalmenteno

ventriculo esquerdo e promove prejuizo da fungao cardiaca causando anormalidades
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da conducdo de sinal e disfungcdo sistolica e diastélica ventricular e atrial
(FRANGOGIANNIS, 2019; NWABUO; VASAN, 2020).

No modelo de restricdo alimentar moderada encontramos menor resposta contratil
em anéis intactos, com ou sem o PVAT. Entretanto, em anéis cujo endotélio foi lesionado,
observamos uma ampliacdo na reposta contratii na auséncia de PVAT, quando
comparado ao grupo CO. Estudo com modelo de desnutricao pés-desmame mostrou que
0s animais apresentaram aumento da pressao arterial sistolica e disfungéo endotelial(DE
BELCHIOR et al.,, 2012). O quadro de hipertensdo devido a desnutricdo tem sido
associado ao comprometimento da func&o endotelial (DE BELCHIOR et al., 2012) e/ou
aumento da atividade simpatica (FERREIRA et al., 2022). Além da disfungado endotelial,
o PVAT também possui influéncia na contratilidade dos vasos, onde estudos mostraram
que a administracdo de angiotensina Il e fenilefrina na aorta diminuiram a resposta
contratil apés a sua remocgao (LOHN et al., 2002). E sabido que a disfungéo vascular
pode ser mediada pela inflamagao do tecido adiposo, entretanto a resposta funcional do
PVAT, principalmente na regulagdo do tonus vascular, depende da sua integridade para
evitar o desenvolvimento de doencgas cardiovasculares (AGABITI-ROSEI et al., 2018;
HUANG CAOQO; STOFFEL; COHEN, 2017).

A figura 37 resume os principais efeitos observados em machos e fémeas CO,
MFR e SFR durante a lactacao e a fase adulta.
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Figura 37. Resumo dos resultados encontrados na prole de progenitoras CO, MFR e SFR.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

Em suma, nossos dados mostram que a restricdo alimentar moderada durante a
lactac&o é mais prejudicial para a fungdo e morfologia cardiaca nos machos adultos, do
que a restricdo alimentar severa, gerando quadro de hipertensao arterial e disfungéo
vascular, e as fémeas provavelmente ndo desenvolvem alteragdes pressoricas devido
ao fator cardioprotetor conferido pelo estrogeno. Entretanto, ainda é necessario avaliar
0s possiveis mecanismos envolvidos na hipertensdo gerada pela restricdo alimentar

moderada.
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