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RESUMO

A prevaléncia de sobrepeso e de obesidade constitui um sério problema de
saude mundial, abrangendo todas as faixas etarias, incluindo criancas. Neste aspecto,
observa-se uma importante relacdo entre a obesidade materna e a obesidade infantil, a
qual tende a persistir na idade adulta. Entretanto, ainda néo esta claro o impacto dos
diferentes fatores que podem influenciar o desenvolvimento da obesidade infantil, tais
como as modificagdes no ambiente intrauterino e no ambiente neonatal. A Angiotensina
Il (ang Il) tem sido relacionada a alteracdes patologicas associadas a obesidade como
hipertenséo arterial sisttmica e diabetes mellitus tipo 2 (DM 2). O presente estudo
analisou as consequéncias do consumo materno de dieta de cafeteria, ofertado em
diferentes fases da reproducéo, sobre aspectos enddcrinos, metabdlicos e reprodutivos
da prole de ratas Wistar. Para isso, ratas foram alimentadas com ragcdo padrao (grupo
controle PAD) ou com dieta de cafeteria (grupo CAF) durante dez semanas a partir do
desmame. No primeiro dia de gestacao, estes grupos foram subdivididos: metade do
grupo controle passou a receber dieta de cafeteria até o final da lactagdo (grupo
PAD/CAF) e metade do grupo cafeteria passou a receber racdo padréo até o final da
lactacdo (grupo CAF/PAD). Apos o desmame dos filhotes, foram analisados, nas maes,
0 peso corporal, o conteudo de gordura abdominal, as concentracdes plasmaticas de
insulina, leptina, angiotensina Il, prolactina, triglicerideos, colesterol total e glicose. Na
prole do sexo masculino, quando adutlos, foram avaliados 0s mesmos parametros,
acrescido de dosagens plasmaticas de LH, FSH e testosterona e da andlise do
comportamento sexual. Nas ratas, foi demonstrado que o consumo de dieta de
cafeteria produziu aumento de peso corporal, de gordura abdominal, e das
concentracfes de insulina, leptina, ang Il e triglicerideos. Em associacdo, observamos
aumento do cuidado maternal. Ao contrario, a suspensdo da dieta durante a
gestacédo/lactacao reverteu estes efeitos (grupo CAF/PAD). As proles das ratas que
consumiram dieta de cafeteria durante a gestacao/lactacdo apresentaram, quando
adultas, aumento do conteudo de gordura abdominal, de insulina, de leptina e de
triglicerideos. Estes achados foram mais pronunciados na prole das ratas que
receberam dieta de cafeteria desde o desmame até o final da lactacdo. Entretanto, foi
observado que as proles de todas as ratas que, em algum momento foram expostas a
dieta de cafeteria, apresentaram modificacbes nas concentracdes dos hormoénios
reprodutivos, associado a inibicdo do comportamento sexual. O bloqueio dos
receptores AT1 para ang Il, através da administracdo de losartan na agua de beber das
maes dos 4 diferentes grupos, preveniu o aumento de gordura corporal e as demais
alteracdes observadas com o consumo desta dieta. Também houve a normalizacéo
dos diferentes parametros do comportamento maternal. Deste modo, foram prevenidas
as repercussfes negativas da obesidade materna sobre a prole, de modo que os
descendentes, quando adultos, ndo apresentaram o aumento de gordura abdominal e
as demais alteracdes enddcrinas e metabolicas previamente descritas. Ainda, houve a
normalizacdo dos diferentes parametros do comportamento sexual, em associacao ao
restabelecimento das concentracfes fisiolégicas dos hormdnios reprodutivos. Os
resultados deste estudo demonstram que o desencadeamento da obesidade infantil
parece ser resultante do somatério de diferentes fatores, incluindo a obesidade
materna e a modificacdo do ambiente neonatal, representado pelo aumento do cuidado
maternal. Além disso, a administracdo do antagonista losartan em ratas submetidas a
dieta de cafeteria a partir do desmame, previne a obesidade e suas modificacdes
associadas. Consequentemente, € possivel prevenir os diversos efeitos negativos
observados nos seus descendentes.



ABSTRACT

Overweight and obesity are a major public health problem all over the world,
reaching all the age groups, including children. In this respect, it is noted an
important relation between maternal and childhood obesity, tending to persist in
adulthood. However it is not clear the impact of different factors influencing the
development of childhood obesity, such as the changes in the intrauterine and
neonatal environment. Angiotensin 1l (ang Il) has been related to pathological
alterations associated with obesity such as hypertension and type 2 diabetes mellitus
(DM2).This study analyzed the consequences of the maternal consumption of
cafeteria diet, offered in different phases of reproduction on endocrine, metabolic and
reproductive aspects in the offspring of Wistar rats. For that, rats were fed standard
chow (PAD control group) for 10 weeks since weaning. On the first day of gestation,
the groups were subdivided: half of the control group was given cafeteria diet until
the end of lactation (PAD/CAF group) and half of the cafeteria diet group was given
standard chow until the end of lactation (CAF/PAD group). After pups weaning, it
was analyzed the body weight, content of abdominal fat, plasma concentration of
insulin, leptin, angiotensin Il, prolactin, triglycerides, total cholesterol and glucose in
mothers. In the male rat offspring, when adults, the same parameters plus plasma
doses of LH, FSH and testosterone were evaluated as well as the sexual behavior. In
female rats, it was demonstrated that the consumption of cafeteria diet produced
increase of body weight, abdominal fat, and insulin, leptin, ang Il and triglycerides
concentrations, being also observed increase of maternal care. Offspring of female
rats, which had fed cafeteria diet during gestation/lactation, presented, when adult,
increase of abdominal fat content, insulin, leptin, and triglycerides. These findings
were more pronounced in the offspring of female rats receiving cafeteria diet since
weaning until the end of lactation. However, it was observed that the offspring of all
the female rats, which at some moment had received cafeteria diet, presented
modifications in the reproductive hormone concentrations, together with inhibiton of
sexual behavior. Angll AT1 receptor blockade, through Losartan administration in the
drinking water of mothers in the four different groups, avoided the increase of body
weight and the other alterations observed with the consumption of that diet. There
was also normalization of different parameters of maternal behavior. Thus, it was
prevented the negative repercussions of maternal obesity on the offspring, so that
the descendents, when adults, did not present increase of abdominal fat and other
endocrine and metabolic alterations previously described. Still, there was also the
normalization of different parameters of sexual behavior in association with the
restoration of physiological concentrations of reproductive hormones. The results of
this study has shown that the onset of childhood obesity seems to be the result of the
sum of different factors, including maternal obesity and the modification of neonatal
environment, represented by the increase of maternal care. Furthermore, the
administration of the antagonist Losartan in female rats submitted to cafeteria diet
since weaning, prevents the obesity and its associated modifications. Consequently,
it is possible to prevent many adverse negative effects observed in their
descendents.
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1. INTRODUCAO

1.1 Obesidade

A obesidade é uma doenca caracterizada por um acumulo excessivo de
tecido adiposo (WHO, 2007), resultante de um desequilibrio no balango energético,
em que a ingestdo se sobrepde ao gasto de energia (Spegelman & Flier, 2001).
Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (1998), o contetdo de tecido adiposo
gue caracteriza a obesidade pode ser avaliado de forma indireta em individuos
adultos por meio do indice de Massa Corporal (IMC), um indicador que utiliza o peso
corporal em quilogramas dividido pelo quadrado da altura. Em adultos, um IMC igual
ou superior a 30kg/m? caracteriza o individuo como obeso. Por outro lado, pessoas
que apresentam IMC entre 18,5 e 24,9kg/m? e dentro do intervalo de 25-29,9kg/m?
séo consideradas saudaveis e com sobrepeso, respectivamente.

O sobrepeso e a obesidade constituem um importante problema de saude
publica e vém assumindo caracteristicas epidémicas (Wei et al., 2009). Em 2007, a
Organizacao Mundial da Saude ja indicava que a incidéncia mundial de sobrepeso
em adultos estava acima de 1 bilhdo de individuos, dentre os quais pelo menos 400
milhdes eram considerados obesos. No Brasil, de acordo com o ultimo levantamento
realizado pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2012), a
proporcao de pessoas acima do peso avancou de 42,7% em 2006 para 48,5% em
2011. No mesmo periodo, o percentual de obesos subiu de 11,4 % para 15,8%. Por
tratar-se de uma doenca de etiologia multifatorial, as causas desta epidemia estéo
sendo exaustivamente estudadas por diversos grupos de pesquisa em todo o

mundo.



O grande numero de casos de obesidade parece ser o resultado de
mudanc¢as nos alimentos, nos habitos alimentares e nos niveis de atividade fisica.
Estudos indicam que, desde 1970, a industria alimenticia vem realizando
modificagdes nos alimentos, resultando no aumento gradativo nos tamanhos das
porcbes de alimentos comercializados em supermercados, “fast-foods” e
restaurantes (Young & Nestlem 2002). Esse aumento no tamanho das porc¢des
também foi acompanhado por um aumento no consumo de alimentos e ingestao
energética em casa, restaurantes e “fast-foods” no mesmo periodo (Nielsen et al.,
2002). A maior frequéncia de realizagdo das refeicdes em “fast-foods” tem sido
associada com maiores niveis de IMC e com o risco de ganho de peso em adultos
(Schroder et al., 2007; Pereira et al., 2005). Esse tipo de alimentacéo é caracterizada
por baixo consumo de frutas, cereais e vegetais (Bowman et al., 2004; Schroder et
al., 2007), de modo que aqueles que se alimentam em “fast-foods” apresentam uma
maior ingestdo de lipidios, gordura saturada, carboidratos totais, carboidratos
refinados e sédio, contidos em carnes, batata frita e refrigerantes (Bowman et al.,
2004). O refrigerante passou a ser a bebida que mais contribui para a ingestado
energética total. Em 1977, o consumo de refrigerante pela populacdo norte-
americana representava 2,8% da ingestdo energética total, enquanto que em 2001
passou a representar 7% (Nielsen & Popkin, 2004). Além disso, 0 consumo de
refrigerante parece estar relacionado com a mudanca nas escolhas alimentares,
associando-se ao aumento do consumo de alimentos industrializados e a uma
reducdo da ingestdo de frutas, vegetais, graos, peixes e frutos do mar, arroz, ovos e
batata (Yamada et al., 2008).

As modificacdes na sociedade moderna que tiveram inicio na metade do

século XX também parecem ter contribuido para os menores niveis de atividade



fisica e para o comportamento sedentario, 0 que parece estar intimamente
relacionado ao desenvolvimento de sobrepeso e obesidade. Nos Estados Unidos,
por exemplo, um estudo de Brownson e colaboradores (2005) indicou que existem
mais carros do que motoristas licenciados e que 86% dos percursos urbanos eram
realizados de carro e somente 8,6% eram realizados a pé. Ainda, a analise
prospectiva das participantes do Nurse’s Health Study mostrou que o aumento em 2
horas por dia no tempo assistindo televisdo aumentou em 23% o risco de
desenvolver obesidade em mulheres (Hu et al., 2003).

O aumento do peso corporal pode aumentar os fatores de risco para o
desenvolvimento de graves problemas de salde, tais como doencas
cardiovasculares, hipertensao arterial sistémica (HAS) (Vassan, 2001), resisténcia a
insulina, diabetes ndo-dependente de insulina (Diabetes Mellitus tipo 2; DM2) (Chan
et al., 1994), diversos tipos de cancer (Flegal et al., 2007) e diversos disturbios
metabolicos (Mayes & Watson, 2004), podendo conduzir o individuo obeso a uma
reducdo da qualidade e da expectativa de vida (Hill & Petters, 1998). A
hiperinsulinemia de jejum observada na resisténcia a insulina e no DM2 em
individuos obesos pode ocasionar um perfil lipidico desfavoravel, como o aumento
das concentracfes séricas de triglicerideos, do colesterol LDL e a diminuicdo do
colesterol HDL (Rajkhowa et al., 1997). Além disso, em humanos e roedores a
sobrecarga de lipidios pode destruir as células B-pancreéticas (Lee et al., 2007).
Recentemente, a presenca de obesidade central ou IMC > 30kg/m? como condicdo
essencial, e dois ou mais dos seguintes critérios: hipertrigliceridemia, HDL-C baixo,
HAS e glicemia de jejum alterada ou diagnéstico prévio de DM2, tem sido

caracterizada como sindrome metabdlica, um fator de risco para doencas



cardiovasculares, DM2 (Alberti et al., 2006) e esteatose hepatica nao-alcodlica
(Watanabe et al., 2008).

O DM2 merece importante atencdo neste contexto, pois sua incidéncia
global esta estimada em 350 milh6es de casos para 2030, sendo que em 2007 os
gastos com o manejo da doenca nos EUA foram de 174 bilhdes de délares (Wild et
al., 2004; ADA, 2010). Um evento critico no curso do desenvolvimento do DM2 esta
relacionado com a obesidade: a resisténcia insulinica, a qual se correlaciona ao
peso corporal tanto em humanos quanto em outros animais, uma vez que a perda e
o ganho de peso estdo associados com a diminuicdo e o aumento da resisténcia a
insulina, respectivamente (Freidenberg et al., 1988). Parte da resisténcia insulinica
observada na obesidade parece ser o resultado da menor captacdo de glicose nos
adipocitos (Garcia-Diaz et al.,, 2011), assim como no musculo esquelético
(Freidenberg et al., 1988). Em individuos com resisténcia a insulina que ainda nao
progrediram para o DM2, a manutencdo das concentracfes plasmaticas de glicose
de jejum dentro das faixas normais é obtida por um aumento compensatério na
secrecao de insulina pelas células B-pancreaticas, o que parece contribuir para a
faléncia da glandula e para o estabelecimento do quadro de DM2 (Kahn, 2003;

Butler et al., 2003).

1.2 Modelos de obesidade: Dieta de Cafeteria (CAF).

Ao longo do tempo, a obesidade vem sendo estudada através de modelos
experimentais animais com a finalidade de esclarecer os mecanismos envolvidos na
regulacdo do peso corporal e, posteriormente, nas doencas relacionadas ao seu
excesso. Entre os principais modelos de obesidade, se destacam os provocados por

lesbes em areas hipotalamicas envolvidas no controle da saciedade como o ndcleo



ventromedial (VMH) (Shimizu et al, 2003) e a obesidade com origem genética em
ratos e camundongos (Zhang et al., 2004). Modelos denominados “high-fat diet”
(HFD) utilizam racdo modificada contendo alta concentragdo de lipidios e alta
densidade energética quando comparados a ragdo padrao de biotério, resultando
em animais obesos por aumento de ingestdo energética (Shafat et al., 2009;
Kennedy et al., 2011).

Apesar de todos os modelos experimentais supracitados reproduzirem um
aspecto importante da obesidade e da resisténcia a insulina, a dieta de cafeteria
(CAF), podendo também ser denominada dieta “ocidentalizada”, ou de “fast-food”,
consiste em um modelo animal de obesidade que reflete, de forma mais aproximada,
a variedade de alimentos altamente palataveis, densos em energia, ricos em sodio e
gordura saturada e pobre em fibras que prevalecem como padrdo alimentar em
muitos paises e cujo consumo esta associado a epidemia de obesidade (Prada et
al., 2005; Kretschmer et al., 2005; Cesareti & Kohlmann Jr, 2006). Os alimentos
empregados em adicdo a racao padrao de biotério no modelo de dieta de cafeteria
variam entre 0os estudos, mas observa-se comumente o emprego de péo branco,
salame, queijo, chocolate, gordura animal, cubos de acucar, refrigerante,
marshmallow, pipoca, presunto, entre outros (Shafat et al.,, 2009). Entre as
consequéncias do acesso ad libitum a esses alimentos estdo um padrao alimentar
hiperfagico e hipercalérico pelo maior consumo de gorduras e carboidratos (Shafat et
al., 2009), ganho de peso corporal, aumento significativo na quantidade de gordura
visceral, elevacdo da pressao arterial e resisténcia a insulina (Wofford & Hall, 2004).
A simples introducdo da dieta de cafeteria, mesmo sem alteracdo no peso corporal,
determina alteragdes no metabolismo glicidico, lipidico e na funcdo endotelial

(Nadareli et al., 2001). A dieta de cafeteria também leva a um aumento da



concentracdo sanguinea de leptina e insulina em ratos (Chaves et al., 2006), produz
adaptacfes fisiologicas que resultam na reducdo da sensibilidade aos efeitos
anorexigenos da leptina (Levin & Dunn-Meynell, 2002; Levin et al., 2004) e redugéo
da sinalizacdo central da insulina (Clegg et al., 2003). Em conjunto, esses dados
demonstram que a dieta de cafeteria € um modelo robusto e confidvel para a

inducdo de obesidade e sindrome metabdlica em ratos (Sampey et al., 2011).

1.3 Obesidade e funcdo reprodutiva em fémeas: implicacbes na
obesidade infantil

No passado, estudos realizados em ratas (Kennedy & Mitra, 1963) e em
mulheres (Frish, 1987) demonstraram que uma quantidade minima de gordura
corporal é necessaria para o inicio e manutencao dos ciclos ovulatorios. De fato,
meninas excessivamente magras comumente apresentam atrasos na menarca e
amenorréia (Golden & Shenker, 1994). No outro extremo, o excesso de gordura
corporal também parece interferir negativamente na funcdo reprodutiva, pois
observacfes clinicas tém sugerido ha muito tempo que existe uma forte relacao
entre a adiposidade e a infertilidade feminina (Bolumar et al, 2000; Pasquali et al,
2003). Mitchel & Rogers (1953) demonstraram que 43% das mulheres afetadas por
desordens menstruais, infertilidade e abortos espontaneos apresentavam sobrepeso
ou eram obesas. Em estudos de associacao de varios fatores, mulheres obesas séo
mais propensas a apresentarem irregularidades menstruais do que mulheres de
peso normal (Wei et al., 2009). O excesso de gordura corporal aumenta a disfuncao
ovulatoria, e a sindrome dos ovarios policisticos (SOPC), caracterizada por sintomas
ginecoldgicos e enddcrinos, apresenta maior prevaléncia em mulheres obesas

(Rittmaster et al, 1993; Pasquali et al., 2003), sendo que a histdria de ganho de peso



frequentemente precede o inicio da oligomenorréia e do hiperandrogenismo (The
Rotterdam ESHRE/ASRM-Sponsored PCOS Consensus Workshop Group, 2004). A
obesidade também afeta o endométrio, a implantacdo e o desenvolvimento fetal
(Kaads et al.,, 2002; Hall & Neubert, 2005). Alguns estudos demonstram ainda
reducdo no numero de gestac6es em mulheres obesas (Lindsten et al., 2005).

O avanc¢o nas pesquisas que relacionam a obesidade as alteracdes na
funcao reprodutiva conduziu o foco dos estudos a outro aspecto que tem ganhado
atencdo: o aumento da prevaléncia de obesidade infantil (Nathan & Moran, 2008).
Dados apresentados no periodo de 2007-2008 pelo National Health and Nutrition
Examination Survey (NHANES) demonstraram que 17,6% das criancas e
adolescentes entre 2-19 anos estavam obesos nos Estados Unidos (Ogden et al.,
2007). Por meio de uma pesquisa de Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
realizada entre 2008-2009 (IBGE, 2010), o excesso de peso foi observado em 33,5%
das criancas entre 5-9 anos, sendo que 16,6% dos meninos eram obesos e entre as
meninas, a obesidade foi de 11,8%. Fatores de risco a doenca coronaria como
dislipidemia, hipertensdo e reduzida tolerancia a glicose tém sido descritas em
criancas obesas, com sintomas similares aos observados em individuos adultos
(Dietz, 1994). Adicionalmente aos efeitos deletérios da obesidade, os reflexos
desses efeitos na vida adulta também tém sido verificados. De fato, a sobrenutricdo
precoce induz o desenvolvimento de patologias na idade adulta, incluindo a
resisténcia a insulina (Martins et al.,, 2008), doencas cardiovasculares e o0 DM2
(Barker, 2007). Além disso, a obesidade e a sindrome metabdlica promovem um
aumento precoce da capacidade adipogénica e lipogénica dos adipécitos

(Muhlhausler & Smith 2009).



Em 2001, Pimenta & Palma enunciaram: “N&o se sabe com precisao se a
obesidade tem origem em fatores genéticos ou ambientais. Acredita-se que seja
devida a ambos os fatores. E dificil afirmar que uma crianca é obesa, porque seus
pais também sdo obesos, quando toda a familia possui habitos inadequados em
relacdo a dieta e ao exercicio fisico”.

Enquanto as mudancas no estilo de vida - caracterizadas por baixa
atividade fisica e pelo aumento da ingestdo de alimentos densos em energia — séo
apontadas como as principais causas da epidemia mundial de obesidade, evidéncias
de estudos em humanos e em animais tém sugerido que alguns eventos ocorridos
nos estagios iniciais da vida também podem “programar” a sindrome metabdlica nos
descendentes de mées obesas (McMillen & Robinson, 2005; Taylor & Poston, 2007).
Isso quer dizer que, além das influéncias ambientais no periodo pos-natal e da
susceptibilidade genética como fatores comuns de predisposicdo a obesidade
(Lawlor et al., 2008), a maior influéncia do IMC materno do que do IMC paterno
sobre o IMC das criancas observada em estudos realizados em humanos, pode
indicar uma importante e independente influéncia do ambiente intrauterino sobre a
adiposidade da prole (Blair et al., 2007), apontando finalmente para a obesidade
materna como um fator de risco para o desenvolvimento de sindrome metabdlica e
obesidade na infancia (Hill & Peters,1998). Filhos de maes obesas também
apresentam um risco aumentado de terem um IMC mais elevado quando adultos
(Parsons et al., 2001).

Do mesmo modo que a prevaléncia mundial de obesidade tem crescido,
mais mulheres tém iniciado a gestacdo com sobrepeso e obesidade (Zhang et al.,
2011). A incidéncia de mulheres entre 20 e 39 anos que engravidam com sobrepeso

e obesidade cresceu de 25% para 35% entre 1991 e 2001 nos EUA. No momento do



parto, esse percentual aumentou de 29% para 39% no mesmo periodo (La
Coursiere et al., 2001). Uma recente afirmacdo cientifica do American Heart
Association Council on Epidemiology and Prevention incluiu um resumo das
evidéncias dos determinantes pré-natais da obesidade e destacou que “a obesidade
entre meninas e mulheres em idade fértil est4 produzindo um concomitante aumento
nas taxas de diabetes gestacional, que por sua vez pode conduzir a obesidade na
proxima geracao. Este circulo vicioso pode contribuir para a epidemia de obesidade
pelas proximas décadas” (Kumanyika et al., 2008).

Mulheres obesas apresentam um risco aumentado de complicagbes na
gestacdo, incluindo hipertensdo, pré-eclampsia, fetos grandes para a idade
gestacional (macrossomia), aumento nas taxas de cesariana e diabetes gestacional
(Nohr et al., 2008). O diabetes gestacional, intimamente associado a obesidade
materna, também tem sido implicado no desenvolvimento de obesidade da prole
(Hillier et al., 2007). O aumento das concentracdes de glicose e de aminoacidos da
mae estimula o pancreas fetal a secretar quantidades exageradas de insulina e o
figado fetal a produzir niveis mais elevados de fatores de crescimento semelhantes a
insulina (IGFs). A hiperinsulinemia fetal estimula o crescimento de tecido adiposo no
feto e de outros tecidos sensiveis a insulina, frequentemente induzindo a
macrossomia. Portanto, os descendentes de maes com diabetes gestacional
frequentemente tém um maior peso ao nascimento e aumento de tecido adiposo em
relacdo a massa magra corporal (Catalano et al., 2003). Esse aumento relativo na
adiposidade predispde o0 descendente da mae com diabetes gestacional ao
desencadeamento de obesidade durante o desenvolvimento (Simmons, 2008).

Reforcando resultados obtidos em humanos, diversas pesquisas em

animais também tém indicado uma estreita relacdo entre a obesidade materna e a



consequente obesidade da prole. Uma dieta materna hiperlipidica durante a
gestacdo e a lactagdo induz o desenvolvimento de uma prole com um fendtipo
alterado, caracterizado por sindrome metabdlica, mesmo quando esses filhotes sdo
alimentados com uma dieta padrdo (racdo) para animais de laboratério (Armitage et
al., 2005; Férézou-Viala et al,. 2007). O consumo materno de dieta de cafeteria
produz efeitos semelhantes sobre a prole, resultando em animais hiperfagicos,
obesos e resistentes a insulina (Nivoit et al., 2009). Além disso, estudos realizados
em animais indicam que a prole de fémeas obesas apresenta anormalidades no
desenvolvimento dos circuitos neurais, alteragdes na sinalizacdo de dopamina
central e na producao de fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF), reducdo da
capacidade de aprendizado espacial, reducdo na neurogénese hipocampal e
aumento na sinalizagdo inflamatoria e no estresse oxidativo cortical (Bilbo & Tsang,
2010; Tozuka et al., 2010; White et al., 2010, Geiger, 2010). Criancas que foram
expostas a um ambiente intrauterino modificado pela obesidade materna tém um
risco aumentado para o desenvolvimento de desordens como hiperatividade, déficit
de atencao e pouco controle emocional (Rodriguez, 2010).

O ganho de peso durante a gestacdo também parece ter efeitos nocivos
no desfecho da gestacdo (Oken et al., 2009), havendo uma moderada associacao
entre 0 ganho de peso materno e a incidéncia de partos por cesariana (Siega-Riz et
al., 2009), segundo as diretrizes do Institute of Medicine (IOM - EUA) para ganho de
peso durante a gestacdo em mulheres com baixo peso, peso normal, sobrepeso e
obesidade (Rasmussen & Yaktine, 2009). Isto conduz o foco para a saude
nutricional da mulher antes da gravidez, bem como para a aplicacdo de intervencdes
gue possam reduzir o peso das mulheres obesas e com sobrepeso durante o

periodo pré-gestacional, a fim de melhorar a qualidade da futura gestacédo. Para as
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mulheres que iniciam a gestacdo com sobrepeso ou obesidade, ou ainda as que
exibem um ganho de peso exacerbado durante a gestacao. Porém, as intervencdes
para reducéo de peso corporal em mulheres durante a gestacao devem ser seguras
ao considerar os riscos e beneficios da restricdo calérica materna sobre o
desenvolvimento fetal (Zhang et al., 2011).

Dado esse conjunto de informacdes, ha a necessidade de melhor
entendermos as contribuicbes independentes ou inter-relacionadas da obesidade
materna no periodo pré-gestacional, do ganho de peso durante a gestacao, ou de
abordagens de controle do peso corporal na gestacdo sobre os desfechos

metabolicos e reprodutivos, bem como do desenvolvimento da prole.

1.4 Comportamento maternal e obesidade na prole

Além das influéncias intrauterinas exercidas pela dieta materna, as
caracteristicas do ambiente neonatal também parecem desempenhar um papel-
chave no desenvolvimento da obesidade da prole. Porém, ainda néo esta claro o
papel do comportamento maternal neste aspecto (Gorski et al., 2006).

Roedores séo relativamente imaturos ao nascimento e sua sobrevivéncia
depende da capacidade e disponibilidade de suas maes em lhes prover alimento,
calor, abrigo e protecdo contra predadores (Numan et al.,, 2006), particularmente
durante as duas primeiras semanas de vida (Purcell et al., 2011). O cuidado
maternal também representa uma fonte essencial de estimulacdo sensorial durante o
periodo neonatal, o qual contribui para a maturacéo das vias neurais (Levine, 2000),
de modo que modificacBes nas caracteristicas do ambiente neonatal e da relacéo
mae-filhote podem induzir diversas alteracdes no desenvolvimento dos filhotes,

influenciando suas respostas neuroenddcrinas e comportamentais a curto e a longo
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prazo (Pryce et al., 2001; Levine, 2000), além de exercer influéncias sobre aspectos
emocionais e cognitivos (Kaffman & Meaney, 2007).

O comportamento maternal € definido como uma série de acdes da mae
gue se manifestam préximo ao dia do parto e imediatamente apds o nascimento dos
filhotes, entre as quais se distinguem quatro principais: amamentacdo, lambidas,
recolhimento dos filhotes e construcéo do ninho (Numan & Insel, 2003). A regulagéo
do comportamento maternal estd sob influéncias multifatoriais, que incluem tanto o
estimulo dado pela presenca dos filhotes, como por fatores hormonais da rata
lactante (Numan, 2006). Neste aspecto, a prolactina (PRL), secretada pelos
lactotrofos hipofisarios, € um horménio que tem uma importante participagdo no
inicio e na manutencédo da lactagcdo e no comportamento maternal como um todo
(Bridges et al., 1985; Sacaguchi et al., 1996), e sabe-se que a suc¢ao dos mamilos é
um dos estimulos fisiolégicos mais importantes para a elevacdo da PRL hipofisaria
(Grosvenor et al., 1986). A area pré-optica medial (APOM), localizada no hipotalamo
rostral, juntamente com a porcao ventral do leito da stria terminalis (vBST), originam
0S circuitos neurais que regulam a motivacao maternal (Numan, 2006). A APOM é
um importante sitio de acdo da PRL para estimular o comportamento maternal, de
modo que infusdes intracerebroventriculares de PRL nesta regido levam a um rapido
inicio do cuidado maternal em ratas nuliparas, na presenca de filhotes (Walsh et al.,
1987). De forma contraria, danos nesta regido produzem perturbacdes no
comportamento maternal (Numan & Insel, 2003).

Considerando que o0 comportamento da mae também pode ser
influenciado direta e indiretamente pelo meio (Champagne et al, 2003), foi
observado que o estado nutricional, tanto da mae como do filhote, também

desempenha um importante papel na determinacdo da interacdo mée-filhote. Ratas
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mantidas em uma dieta com baixo conteldo de proteinas sdo menos responsivas
aos filhotes (Wiener et al, 1976). Por outro lado, experimentos realizados com ratas
alimentadas com dieta hiperlipidica durante a prenhez e lactacdo mostraram
resultados contraditérios, ora com reducao (Connor et al, 2012), ora com aumento
de cuidado maternal (Purcell et al., 2011).

A lactacdo parece desempenhar um papel critico na programacédo da
obesidade da prole, jA que nas primeiras semanas de vida o leite € o alimento
exclusivo do neonato (Drewet et al., 1974). Além do tempo que a mae disponibiliza
para amamentar, um aspecto muito importante a ser considerado é a composi¢ao do
leite materno. Ao analisar a composicao do leite de ratas lactantes, alimentadas com
dieta hiperlipidica, Purcell e colaboradores (2011) observaram um aumento no
conteudo de gordura, proteina e conteudo calérico bruto, diminuicdo do contetdo de
agua, nao havendo diferenca no conteudo de acucares, quando comparado aos
animais alimentados com racdo padrdo. Esses dados apontam claramente a
influéncia da dieta materna sobre a composicéo do leite ofertado a prole, incluindo a
dieta de cafeteria (Rolls & Gurr, 1986), sugerindo que este também pode ser um

importante aspecto contribuinte para o0 ganho de peso corporal precocemente

observado nos descendentes de maes obesas.

1.5 Comportamento sexual e obesidade em machos

O comportamento sexual dos machos € definidko como todo
comportamento necessario e suficiente para levar os espermatozoides até o ovécito
e, para tanto, conta com a integridade dos sistemas enddcrino e neural (Nelson,
1995; Agmo, 1997). Considera-se que 0 comportamento sexual representa a

expressdo da funcéo reprodutiva do individuo e, de um modo geral, compreende
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duas fases: a apetitiva e a consumatoria. A fase apetitiva representa a aproximagao
entre macho e fémea e envolve todos os comportamentos utilizados pelo rato para
atrair a fémea: procura pela fémea, cheirar os genitais da fémea, vocalizagbes. A
fase consumatoria refere-se ao periodo em que ocorre a cOpula propriamente dita e
a ejaculacéo (Nelson, 1995).

Nos roedores, o comportamento sexual pode ser dividido em trés
componentes: monta (sem intromissao), intromissdo e ejaculacdo. Medidas do
comportamento pré-copulatério do macho servem para indicar a motivagao sexual. A
laténcia de monta é o periodo de tempo do contato inicial entre o macho e a fémea
até a primeira monta. Assim, a motivagao sexual € considerada alta se a laténcia da
monta for curta e vice-versa (Nelson, 1995; Chan et al., 1999). A monta ocorre
guando o macho assume a posi¢cao copulatoria, mas falha em inserir seu pénis na
vagina da fémea (Nelson, 1995). A intromisséo pode ser definida como a entrada do
pénis na vagina durante uma monta. O macho realiza um movimento da pelve
direcionando-a para frente ao contato com a fémea. A quantificacdo do namero de
intromissGes, bem como a laténcia da primeira intromissdo também serve como
medida do comportamento sexual dos machos, estando mais relacionado com o
potencial erétil (Chan et al., 1999).

O controle do comportamento sexual envolve uma complexa rede de rotas
neurais, abrangendo diferentes areas do sistema nervoso. Neste aspecto, ha
evidéncias indicando a participacdo indispensavel da APOM no comportamento
copulatério, enquanto a amigdala medial (AMe) teria uma importancia mais
vinculada ao aspecto motor desse comportamento (Wood, 1997), sendo necessaria
a preservacado dessas areas e de suas vias heurais para a integridade do

comportamento sexual (Kondo & Arai, 1995). Estudos indicam que a lesédo da APOM
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prejudica a motivagdo sexual dos machos em diferentes contextos, como a
perseguicdo da fémea (Paredes et al., 1993). Por outro lado, a estimulagdo da
APOM facilita 0 comportamento copulatério (Rodriguez-Manzo et al., 2000).

No hipotdlamo de roedores, o horménio liberador de gonadotrofinas
(GnRH) é secretado pelos neurdnios da area pré-optica medial (APOM), os quais se
projetam para a eminéncia mediana (EM) liberando seus produtos nos capilares do
sistema porta-hipofisario, que os conduzem até a hipoéfise anterior (Hiney et al.,
2002). Sob o estimulo do GnRH, os gonadotrofos da hipéfise anterior promovem a
liberacdo do horménio luteinizante (LH) e do horménio foliculo-estimulante (FSH). O
LH e o FSH sao importantes para o desenvolvimento e funcdo sexual. Nos machos,
o0 LH estimula as células de Leydig nos testiculos a produzir testosterona e o FSH
participa da maturacdo das células espermaticas no testiculo (Berne & Levy, 2009).
A testosterona possui acdo no desencadeamento e no desenvolvimento dos
caracteres sexuais masculinos e também atua na diferenciacdo sexual do SNC,
determinando fatores morfologicos e comportamentais especificos do macho
(Babichev et al., 1990; Bialek et al., 2004). Os efeitos centrais da testosterona séo
mediados, pelo menos em parte, pelos receptores androgénicos (McGinnes &
Dreifuss, 1989), os quais estdo localizados em areas importantes para a regulacéo
do comportamento sexual, como a APOM e o0 nucleo ventromedial do hipotalamo
(VMH) (Harding & McGinnis, 2003). Outro horménio que exerce destacado efeito
sobre a liberacdo de gonadotrofinas e a funcéo reprodutiva € a prolactina (PRL).
Este hormbnio é sintetizado pela hipofise anterior, nos lactotrofos, e também em
determinadas areas hipotalamicas. Ja a PRL de origem periférica pode agir
centralmente via liquido cerebroespinal, através de um sistema de transporte

especifico mediado por receptores de PRL no plexo coroide (Freeman, 2000). A
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expressdo de RNAm para receptores de PRL em areas hipotalamicas envolvidas na
reproducdo reforca as evidéncias da participacdo deste hormbnio no processo
reprodutivo (Kokay et al., 2011). Durante a maturagcéo sexual de ratos, o aumento da
PRL no plasma incrementa a quantidade de receptores de LH nos testiculos,
exercendo efeito também no controle e desenvolvimento anatomofuncional das
glandulas sexuais acessorias (Bartke, 1977). Por outro lado, 0 aumento cronico da
PRL parece inibir a funcdo reprodutiva em homens e em roedores (Buvat, 2003;
Breigeron et al., 2007).

Um aspecto importante que tem sido observado é o impacto negativo que
a obesidade exerce sobre a fertilidade masculina. Ha crescentes evidéncias de que
a obesidade reduz a qualidade dos espermatozoides, alterando a estrutura fisica e
molecular das células germinativas e também dos espermatozoides maduros, tanto
em humanos (MacDonald et al., 2010) como em modelos animais (Teerds et al.,
2011), tendo como origem as alteracées nos niveis dos horménios reprodutivos
masculinos (Palmer et al., 2012). A obesidade estd associada a menores
concentracfes de globulina ligadora de hormbnios sexuais (SHBG) (Foresta et al.,
2009), e desta forma, uma quantidade maior de testosterona circulante fica
disponivel para converter-se em estradiol via aromatizacdo no tecido adiposo
periférico, levando por fim a um decréscimo na concentracdo plasmatica total de
testosterona (Bray, 1997). Além da reducao dos niveis de SHBG, este decréscimo
da testosterona, na obesidade, esta associado a uma reducdo na amplitude do pico
de LH e hiperestrogenemia (Chughtai et al., 2011). Em conjunto, estes fatores tém
sido relacionados aos disturbios de fertilidade frequentemente observados em

individuos obesos (Pavlovich et al., 2001).
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A hiperinsulinemia, ao afetar a funcdo hepéatica, é o principal determinante
da reducdo do SHBG na medida em que homens obesos estdo sob o risco de
desenvolvimento de resisténcia a insulina e hiperinsulinemia (Michalakis et al.,
2012), conforme foi demonstrado no estudo de Laaksonem e colaboradores (2003),
no qual as concentracdes de testosterona total, testosterona livre e SHBG
apresentaram uma correlagdo negativa com as concentracdes de insulina, glicose e
triglicerideos em homens obesos. De forma semelhante, Isidori e colaboradores
(1999) demonstraram uma correlacdo inversa entre o0s niveis plasmaticos de leptina
e de testosterona total e livre. Um estudo posterior de Goulis e colaboradores (2009)
demonstrou que elevadas concentracfes de leptina produzem um efeito inibitorio
sobre as células de Leydig, reduzindo a producdo de testosterona, mesmo com a
administracdo exogena de SHBG e LH (Isidori et al,. 1999).

No entanto, ainda ha uma relativa escassez de estudos que relacionem a
obesidade a aspectos comportamentais da reproducdo masculina. Além disso,
pouco se sabe, efetivamente, se a obesidade materna pode ser um dos fatores
envolvidos nas alteracdes reprodutivas da prole do sexo masculino. Deste modo,
julgou-se pertinente avaliar os efeitos do consumo materno de dieta de cafeteria
sobre os desfechos metabdlicos e endocrinos e também sobre os aspectos

reprodutivos da prole do sexo masculino.

1.6 Angiotensina Il e obesidade

A angiotensina 1l (ang Il) € um octapeptideo presente em diversos
sistemas do organismo e que exerce efeitos na regulacdo do balanco
hidroeletrolitico (McKinley et al., 1996) e na homeostase cardiovascular (Saavedra,

1992), sendo um dos mais importantes reguladores da pressao arterial (Beevers et
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al., 2001). Diversos trabalhos tém evidenciado que a ang Il é produzida a partir de
uma sequéncia de eventos bioquimicos, representados pelo sistema renina-
angiotensina (SRA). Os principais elementos constituintes desde sistema abrangem
0 angiotensinogénio, a renina, a angiotensina | (ang 1), a enzima conversora de
angiotensina (ECA) e a ang Il. O processo que compde a sintese de ang Il inicia com
a liberacdo de renina, pelas células justaglomerulares das arteriolas aferentes, dos
rins para a circulacdo. A secrecdo de renina € estimulada, principalmente, por
fatores vinculados a reducdes na pressao de perfusdo renal, a queda de
concentracdo de cloreto de sédio detectada pelas células da macula densa,
localizadas na porcéo final do segmento espesso do ramo ascendente da alca de
Henle; a estimulacdo simpéatica via receptores adrenérgicos. A acdo da renina na
circulacdo é clivar o angiotensinogénio, produzido em grande parte no figado, em
ang |, um decapeptideo inativo. Por sua vez, a ECA, abundante no endotélio
vascular pulmonar e sistémico, converte a ang | em ang Il, que produz seus efeitos
central e perifericamente no organismo (Reid et al., 1978; Dzau & Re, 1994, Ferrario,
2006). Sabe-se que a ang Il exerce seus efeitos através de dois subtipos de
receptores, classificados farmacologicamente como receptores para ang Il do tipo 1
(AT,) e do tipo 2 (AT,) (Timmermans et al., 1993; Johren et al., 1997). A maioria das
acOes atribuidas a ang Il € mediada pelos receptores AT, 0S quais estdo implicados
na mediacao dos efeitos ja bem estabelecidos da ang I, assim como outros estudos
demonstram seu envolvimento na liberacdo de norepinefrina pelos terminais
simpaticos (English & Cassis, 1999), estimulacdo de processos inflamatérios (Muller
et al., 2000) e no crescimento celular (Chung et al., 1996). A existéncia de varios
SRA distribuidos no organismo ja esta bem consolidada, pois diversos estudos

evidenciaram a presenca de SRA’s localizados no sistema nervoso central (SNC),
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além de sistemas locais identificados em tecidos como os rins, cora¢do, adrenais,
gbnadas, figado, parede arterial e hipofise (Fitzsimons, 1980; Quinlan & Phillips,
1981; Saavedra, 1992; Griendling et al., 1993; Speth et al., 1999), assim como ha
ampla distribuicdo de receptores AT1 nestes tecidos (Allen et al.,, 2000).0s
receptores AT2 também estdo distribuidos no organismo, presentes principalmente
no sistema nervoso central (SNC) de humanos (McGregor et al., 1995) e em menor
expressdo nos tecidos de roedores adultos (Song et al., 1991a; Tsutsumi &
Saavedra, 1991; Lenkei et al., 1997). Os efeitos atribuidos aos receptores AT2
incluem a vasodilatacéo e inibicdo do crescimento celular, indicando ser um receptor
contra-regulador da acédo dos receptores AT1 (Barker et al., 2006; Ferrario et al.,
2006).

A obesidade esta relacionada a hipertrofia e hiperplasia do tecido
adiposo, que é um o6rgdo enddcrino ativo que produz diversos horménios, incluindo
ang Il, a qual tem sido investigada em individuos com alteracbes patoldgicas
associadas a obesidade, pois 0 angiotensinogénio circulante, a renina e a atividade
da ECA sdo aumentados em individuos obesos (Licata et al., 1994; Unemura et al.,
1997; Goodfreind et al., 1999; Engeli et al., 2005). O tecido adiposo de roedores e
humanos contém todos os componentes do SRA (Cassis et al., 1998; Engeli et al,
2000), e receptores do tipo AT1 e AT2 séo o tipo prevalente em adipdcitos de ratos e
camundongos, enquanto os adipocitos de humanos parecem apresentar
exclusivamente os receptores do tipo AT1 (Giacchetti et al., 2002). Tem sido
demonstrado que a ang Il pode contribuir para o desenvolvimento de obesidade
através da estimulacdo do crescimento e diferenciacdo dos adipécitos (Engeli et al.,
2003; Goosens et al., 2003) e para desordens relacionadas a obesidade, incluindo

hipertenséo, aterosclerose (Carlson et al., 2000; Mundy et al., 2007), resisténcia a
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insulina e DM2 (Goossens et al., 2003; Henriksen 2007; Leung, 2007; Olivares-
Reyes et al., 2009). Além disso, o atividade aumentada do SRA no tecido adiposo,
com consequente aumento de ang Il, tem como efeito modificagbes no fluxo
sanguineo deste tecido através dos seus efeitos vasoconstritores (Bochsman et al.,
2001) e estimuladores da neoangiogénese (Goossens et al., 2012).

Adicionalmente, outros trabalhos mostraram que a ang Il central
(Anderson et al., 2003; Porter & Potratz, 2004) induz reducédo de peso corporal e da
ingestado alimentar em ratos. No entanto, os efeitos da ang Il periférica sobre o peso
corporal ainda sédo controversos. A injecao periférica de ang Il em ratos jovens (3
semanas) ndo apresenta efeito (Porter & Potratz, 2004), enquanto que em ratos
adultos, a administracdo de doses reduzidas (175 ng.kg-1. min-1) n&do altera o peso
e de doses mais elevadas (200, 350 e 500 ng.kg-1.min-1) induzem uma reducéo do
peso corporal (Cassis et al., 1998). Na realidade, a ang Il ndo € um peptideo que é
tipicamente associado com a regulacdo da ingestao alimentar e gasto energético no
dia-a-dia (Woods et al., 1998), entretanto, existem condi¢cbes anormais onde o
sistema renina-angiotensina é ativado, como em alteracdes cardiacas (Pedersen et
al., 1986) e obesidade (Rincon-Choles et al., 2002), que requerem reducéo de peso

corporal (Anker et al., 1997; Brink et al., 2002).

1.7 Losartan

O farmaco Losartan € um antagonista dos receptores AT1, amplamente
usado como anti-hipertensivo (Pals, 1993). Estudos clinicos e de experimentacao
animal indicam que o tratamento com Losartan impede a ligacdo da ang Il aos
receptores AT1, tendo como resposta compensatdria a elevacdo da atividade da

renina plasmatica e das concentracfes de ang Il circulante (Christen et al., 1991.
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Pals, 1993). Este aumento nas concentracbes plasmaticas de ang Il reflete a
disponibilidade do peptideo, o qual ndo se liga aos receptores AT1 para exercer
seus efeitos. Quando administrado sistemicamente, o Losartan transpde a barreira
hemato-encefalica e age no SNC (Tedesco et al., 1999), além de sua acéo
periférica.

Visto que os componentes do SRA apresentam uma correlacdo positiva
com o indice de massa corporal em humanos (Goossens et al., 2003), foi proposto
gue a reducao da atividade do SRA poderia ndo s6 tratar a hipertenséo relacionada
a obesidade, como tratar a obesidade per se (Velkoska et al., 2009). Em suporte a
esta proposta, foi demonstrado que o uso de inibidores da ECA para o tratamento da
hipertensdo apresentou efeito de perda de peso em humanos (Hipertension Study
Group Investigators, 1984) e em ratos (Setoguchi et al., 2002), e o bloqueio dos
receptores AT1 tem demonstrado efeitos de reducédo da resisténcia a insulina em
ratos (Shiuchi et al., 2004; Aksnes et al., 2006). Deste modo, o presente trabalho
propds investigar o efeito do bloqueio do receptor de ang Il do tipo AT1 com 0 uso
do farmaco Losartan sobre diferentes aspectos relacionados a obesidade materna
induzida pelo consumo de dieta de cafeteria, assim como possiveis efeitos sobre o

desenvolvimento da prole.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar os efeitos do consumo materno de dieta de cafeteria, administrada
em diferentes periodos da reproducéo, sobre os desfechos metabdlicos, endbcrinos
e comportamentais das mées e dos seus descendentes do sexo masculino e, ainda,

investigar a participagédo da angiotensina Il neste processo.

2.2. Objetivos especificos

1) Avaliar os efeitos do consumo da dieta de cafeteria administrada em
diferentes periodos da reproducéo sobre os desfechos metabdlicos, enddcrinos e
reprodutivos das mées e das suas proles, quando adultos.

2) Avaliar os efeitos do consumo da dieta de cafeteria administrada em
diferentes periodos da reproducéo, associando-se ao bloqueio farmacolégico dos
receptores AT1 para angiotensina ll, sobre os desfechos metabdlicos, enddcrinos e
reprodutivos das mées e das suas proles, quando adultos.

Sobre as maes e as suas proles foram avaliados o0s seguintes
parametros: ganho de peso corporal, peso da gordura abdominal, perfil lipidico, perfil
glicémico, concentracbes plasmaticas de insulina, leptina, prolactina e ang Il e o
comportamento sexual.

Além disso, nas maes foi avaliado o comportamento maternal e nos
filhotes machos, quando adultos, foram avaliadas as concentracdes plasmaticas de

testosterona e FSH.
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3. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos descritos a seguir foram realizados conforme as normas
estabelecidas no Guia para Cuidado e Uso de Animais de Laboratério do Instituto
Nacional de Saude dos EUA — NIH (1986). O projeto de pesquisa foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade Federal do Rio Grande do Sul,

sob 0 numero de protocolo 2008221.

3.1 Animais

Ratos machos (n=15) e fémeas (n= 110) da variedade Wistar com 21 dias
de idade e peso corporal de 40 + 10g foram obtidos junto a colbnia do Biotério
Central da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Estes animais foram
colocados em caixas-residéncia (60x50x30cm), agrupados em numero de cinco
animais por caixa e mantidos no biotério setorial do Instituto de Ciéncias Basicas da
Saude, em ambiente com temperatura controlada (22+2°C) e ciclo claro-escuro de
12/12h com inicio as 6h00min. Os ratos machos e parte das fémeas (n=10) foram
reservados para posterior utilizacdo na analise do comportamento sexual e
fertilizacdo das ratas participantes do experimento (item 6). As demais ratas foram

divididas em grupos experimentais conforme descrito no item 3.3.

3.2. Dietas
A dieta de cafeteria foi ofertada as méaes, conforme a distribuicdo dos grupos
experimentais. A racdo padrdo utilizada neste estudo foi a racdo para ratos e

camundongos Nuvilab CR-1 (Nuvital — Brasil) com densidade energética de 2,95
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kcal/g e com peso distribuido em 55% de carboidratos, 22% de proteina e 4,5% de
lipideos.

O modelo de dieta de cafeteria foi reproduzido no presente estudo através
da oferta de alimentos industrializados de forma adicional a ra¢éo padrao e agua. Os
alimentos foram reunidos em trés grupos alimentares (A, B e C), oferecidos em dias
alternados com inclusdo de refrigerante em todos os grupos. Para cada grupo
alimentar, foram oferecidos somente alimentos frescos e ad libitum. Os valores
nutricionais de cada alimento foram obtidos a partir do rétulo ou do site do fabricante

(Tabela 1).

Tabela 1. Conteudo nutricional da ragcédo padréo e dos alimentos oferecidos na dieta de
cafeteria. Dados obtidos dos rétulos ou do site dos fabricantes.

ALIMENTO GRUPO A
Qtd  kcal Carboidratos Proteinas Lipideos Na
9) (9) (9) (9) (mg)
Racao padrao (Nutrilab, Brasil) 1 3 0,55 0,22 0,04 2,7
Salame (Magestade, Brasil) 1 3,38 0 0,32 0,24 12,4
Bisnaguinha Seven Boys (Seven Boys, Brasil) 1 3 0,53 0,09 0,04 4,7
Yokitos sabor queijo (Yoki, Brasil) 1 4,8 0,6 0,06 0,24 11
Delliket Jelly Bean (Dori, Brasil) 1 3,8 0,95 0 0 0,2
Cocal-cola (Coca-cola, Brasil) 1 0,4 0,11 0 0 0,05
GRUPO B
Racao padrado (Nutrilab, Brasil 1 3 0,55 0,22 0,04 2,7
Linguic¢a fininha defumada (Perdigéo, Brasil) 1 3,2 0,01 0,18 0,32 15,7
Bolo de chocolate (Bauducco, Brasil) 1 3,3 0,5 0,05 0,12 6,18
Biscoito maisena (Isabela, Brasil) 1 4,3 0,73 0,07 0,12 4,33
Marshmallow (Fini, Brasil) 1 3,4 0,8 0,05 0 0,46
Coca-cola (Coca-Cola, Brasil) 1 0,4 0,11 0 0 0,05
GRUPO C
Racao padrao 1 3 0,55 0,22 0,04 2,7
Presunto com capa de gordura (Sadia, Brasil) 1 1,6 0 0,17 0,09 8,33
Salgadinho Fritello (Pavioli, Brasil) 1 51 0,52 0,08 0,29 6,4
Waffer de chocolate (Bauducco, Brasil) 1 52 0,63 0,05 0,27 1,13
Bala de goma (Dori, Brasil) 1 3,6 0,9 0 0 0,5
Coca-cola (Coca-cola, Brasil) 1 0,5 0,11 0 0 0,05
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A prole (machos), foram ofertadas apenas ragdo padrdo e agua ad libitum apos
o0 desmame. O consumo foi monitorado a cada trés dias, subtraindo-se o peso final

da racéo (g) do peso inicialmente ofertado.

3.3 Grupos experimentais
3.3.1. Efeito do consumo de dieta de cafeteria administrada em diferentes
periodos da reproducéo sobre os desfechos metabdlicos, hormonais e reprodutivos

de ratas e suas proles.

a) Maes que receberam racdo padrdao e agua ad libitum desde o seu
desmame até o desmame da prole (grupo PAD/PAD).

b) Maes que receberam racdo padrdo e agua ad libitum desde o seu
desmame, mudando para dieta de cafeteria a partir do 1° dia de gestacdo até o
desmame da prole (grupo PAD/CAF).

c) Maes que receberam dieta de cafeteria desde o seu desmame até o
desmame da prole (grupo CAF/CAF).

d) Mades que receberam dieta de cafeteria desde o seu desmame,

mudando para racao padréo a partir do 1° dia de gestacéo (grupo CAF/PAD).

3.3.2.: Efeito da administracdo de Losartan associado ao consumo de
dieta de cafeteria administrada em diferentes periodos da reproducdo sobre os
desfechos metabdlicos, hormonais e reprodutivos de ratas e suas proles.

Para esta investigacao, foi acrescentado o farmaco Losartan na agua de
beber de uma parte das maes de cada grupo experimental. Deste modo, foram

gerados os seguintes grupos:
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a) Grupo PAD/PAD + LOS;
b) Grupo PAD/CAF +LOS;
c) Grupo CAF/CAF + LOS;

d) Grupo CAF/PAD + LOS.

3.4. Tratamento com Losartan

A administracdo de Losartan foi iniciada ao desmame das ratas (21 dias
de vida), concomitantemente & administracdo da dieta de cafeteria. A dose utilizada
foi de 10mg/kg/dia, diluida na agua de beber. As ratas foram pesadas a cada 48
horas para ajuste da dose de Losartan. A solucéo foi trocada a cada 24 horas, no
inicio de cada tarde, de acordo com a curva de ingestao hidrica diaria estabelecida.
Para isso, o consumo de agua foi monitorado diariamente, subtraindo-se a
guantidade final de agua da quantidade inicialmente ofertada (mL) (dados né&o

mostrados).

3.5. Desenho experimental

Os grupos experimentais e o desenho experimental sdo representados de

modo resumido no esquema a seguir (Figura 1).
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Figura 1: Resumo esquematico do desenho experimental.

3.6. Preparacdo dos ratos machos utilizados para observacdo do
comportamento sexual e para a fertilizacdo das ratas

Para a realizacdo do estudo do comportamento sexual e para a
fertilizacdo das ratas utilizadas no experimento, foram utilizados ratos machos

sexualmente ativos previamente selecionados, segundo protocolo de Breigeiron e
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colaboradores (2002): durante o ciclo escuro (18:00h- 6:00h) os ratos foram
expostos a fémeas ovariectomizadas (OVX) (induzidas a receptividade sexual por
meio de reposicdo hormonal) por 3 noites, alternadamente, para aquisicdo de
experiéncia sexual. Apos este periodo, os machos permaneceram por 10 dias em
abstinéncia sexual. Foi entdo realizado o teste de desempenho sexual, consistindo
de avaliacao, durante 10 minutos, do comportamento sexual diante de fémeas OVX
com reposi¢cao horminal. Foram considerados sexualmente ativos os machos que
realizaram pelo menos seis montas durante este periodo. Esses machos foram
entdo selecionados para testar a receptividade sexual das fémeas utilizadas no
experimento.

Para a etapa da aquisicdo de experiéncia sexual seguida do teste de
desempenho sexual dos machos, foram utilizadas 10 fémeas com 60 dias de vida,
ovariectomizadas e submetidas a protocolo de reposicdo hormonal. Para a
realizacdo da ovariectomia, as ratas foram anestesiadas com injecao intraperitoneal
Unica contendo uma mistura de 100mg/kg de peso corporal de xilasina (Vetbrands-
Brasil) e 50mg/kg de peso coporal de cetamina (Vetbrands- Brasil). Foram realizadas
incisbes bilaterais na linha axilar média, na altura entre a ultima costela e crista
iliaca, ficando expostos os ovarios e as tubas uterinas. Os ovarios foram retirados
apos a ligadura entre essas duas estruturas. A seguir, as incisbes foram suturadas
nos planos muscular e cutdneo. ApGs esse procedimento, as ratas permaneceram
de 10 a 14 dias em recuperacdo e foram submetidas ao protocolo de reposicéo
hormonal para inducéo da receptividade sexual. A reposicdo hormonal consistiu-se
de duas injecbes subcutaneas: a primeira, contendo 20mg de 1783-
ciclopentilpropionato de estradiol (Ginestrol ® — Kéning, Argentina) diluido em 0,2mL

de 6leo mineral/rata, foi aplicada 48h antes da noite da atividade sexual, e a
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segunda, contendo uma mistura de 20mg de estradiol + 500mg de progesterona
(SIGMA — EUA) diluida em 0,2mL de 6leo mineral/rata, 6h antes da atividade sexual
(Padoin et al., 2001). Todas as fémeas OVXs induzidas ao estro comportamental por
reposicdo hormonal foram testadas com a presenca de um macho, e somente as
gue apresentaram comportamento de lordose foram utilizadas nos processos de
aquisicao de experiéncia e teste de desempenho sexual dos machos (Padoin et al,

2001).

3.7. Ciclo estral, comportamento sexual e fertilizag&do das ratas

Fémeas virgens pertencentes aos diferentes grupos experimentais, a
partir do 80° dia de vida, tiveram a citologia vaginal coletada diariamente para
observacéo das caracteristicas celulares e determinacédo da fase do ciclo estral. O
epitélio vaginal de cada fémea foi “lavado” com auxilio de um conta-gotas contendo
solucdo salina (NaCl 0,9%) e o material coletado foi analisado a fresco em
microscopio optico, sendo assim definidos: proestro, quando havia predominancia de
células epiteliais com o nucleo bem definido; estro, quando havia predominancia de
células epiteliais cornificadas sem nudcleo; metaestro, quando havia presenca de
células cornificadas e leucocitos, e diestro quando havia predominancia de
leucacitos.

Para avaliacdo do comportamento sexual das ratas dos diferentes grupos,
as ratas que completavam 90 dias de vida e que estavam na fase do proestro foram
alocadas em caixa de observacao (acrilico 70 x 70 x 35cm) por 10 minutos para
ambientacdo. Um macho previamente selecionado por meio do teste de
desempenho sexual foi colocado com a fémea dando inicio a sessdo de registro,

com duracdo de 15 minutos, realizada no ciclo escuro (entre as 19 e 21h). Para o
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registro, foi utilizada uma camera digital Sony ® Handycam Full HG 64 Gb 12.3MP.
Nos videos analisados posteriormente, 0os parametros comportamentais avaliados
foram a frequéncia de lordoses (nimero de vezes que a fémea eleva a parte traseira
do dorso, expondo a genitalia) e a frequéncia de montas (nUmero de vezes que 0
macho usa as patas dianteiras para segurar a fémea pelos flancos (Figura 2). O
guociente de lordose da receptividade sexual da fémea foi calculado pela divisdo do

namero de lordoses pelo nimero de montas (Sodersen & Hansen, 1977).

Figura 2: Descricdo visual dos comportamentos de lordose da fémea (A) e monta do
macho (B) durante o registro de comportamento sexual.

Apés o registro de comportamento sexual, cada fémea permaneceu
durante todo o ciclo escuro em caixa-residéncia com um macho sexualmente ativo
(previamente selecionado). Na manha seguinte, o macho foi retirado e foi coletado
esfregaco vaginal para verificar a presenca de sémen, sendo considerado o 1° dia
de gestacao quando confirmada a presenca de espermatozoides.

A partir do 1°dia de gestacdo, metade das ratas do grupo controle
(PAD) passou a receber dieta de cafeteria (grupo PAD/CAF) e metade das ratas do
grupo cafeteria (CAF) passou a receber racdo padrdo (grupo PAD/CAF), dando

origem a 4 diferentes grupos. Todas as ratas tiveram seu peso corporal aferido a
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cada 48 horas e o consumo alimentar foi monitorado diariamente. A partir do 21° dia

de gestagéo, as ratas foram alocadas em caixas individuais.

3.8. Comportamento Maternal

O dia do nascimento das ninhadas foi considerado dia “0”. No dia pés-
natal “1” (DPN1), as ninhadas foram padronizadas em numero de 8 filhotes por
ninhada, havendo, entdo, a verificacdo do peso. O registro de comportamento
maternal foi realizado do DPN1 ao DPN10, consistindo-se de trés sessdes no ciclo
claro (10:00h, 13:00h e 16:00h) e uma sesséo no ciclo escuro (18:30h), com duracéo
de 72min cada sessédo. Em cada sessédo, o comportamento maternal das fémeas foi
registrado atraves de 25 observacdes pontuais feitas em intervalos de 3 minutos (25
observacdes por sessdo x 4 sessoes diarias = 100 observacdes/méae/dia). Nestas
sessbes, as fémeas lactantes foram observadas em sequéncia e 0(S)
comportamento(s) desenvolvido(s) no instante da observacédo foi (foram) registrado
(s) em uma planilha (Tabela 2). Com base na descricdo encontrada em estudos
prévios (Caldji et al, 2000; Champagne et al, 2003) os comportamentos observados
foram: mae fora do ninho; amamentacédo dos filhotes em 3 diferentes posturas: 1)
mae posicionada sobre os filhotes com o dorso muito arqueado (Figura 3a); 2) mae
posicionada sobre os filhotes com o dorso pouco arqueado (Figura 3b); 3) postura
passiva, de lado ou em supino, enquanto os filhotes mamam (Figura 3c), lamber os
filhotes (Figura 3d), construcdo do ninho, filhotes fora do ninho, recolhida de filhotes
para o ninho e mae no ninho. Para estes comportamentos, o parametro utilizado na
analise posterior foi a frequéncia de cada comportamento. Ao final dos registros,
foram somadas as frequéncias das 3 posturas de amamentacdo para compor a

frequéncia do comportamento de amamentacdo. Ao DPN10, a maravalha das caixas
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foi trocada, as ninhadas foram novamente pesadas, permanecendo sem
intervencdes até o desmame, no PDN21.
Tabela 2: Planilha de registro do comportamento maternal.
RATA: HG - High crouch (amamentando c/ dorso bem arqueado) HG
CN - Construgédo do ninho LW
Data do parto: LW - Low crouch (amamentando ¢/ dorso pouco arqueado) sup
OFF - M&e fora do ninho/caixa L
Grupo: SUP - Supine post. (amamentando de lado ou de costas) CN
R - Recolhida de filhotes OFF
DATA: L — Lambendo filhotes R
FFEN - Filhotes fora do ninho EEN
DIAS PP: HG/L - Amamentando com o dorso bem arqueado e lambendo | 45/
MN - No ninho sem posi¢éo de amamentagéao MN
036|912 [15[18 |21 |24 |27 |30|33|36|39 |42 45|48 |51 54|57 [1:001:03|1:06]1:09|1:12
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Figura 3: Principais comportamentos maternais analisados: (@) postura de
amamentacdo com o dorso muito arqueado; (b) postura de amamentacdo com o dorso pouco
arqueado; (c) postura de amamentacédo passiva (supino) e (d) comportamento de lamber os filhotes.

3.9. Comportamento sexual da prole (machos)

Os machos (virgens) descendentes dos diferentes grupos experimentais
foram submetidos, quando adultos, ao teste de comportamento sexual, realizado no
ciclo escuro entre as 19h00min e 22h00min. Eles foram retirados das caixas-
residéncia e colocados em sala anexa ao ratario, em caixas de observacao
(70x70x35cm) de acrilico para permitir ampla visualizacdo e filmagem do animal,
sendo mantidos nestas caixas por 10 minutos para ambientacdo. Apds esse periodo,
uma fémea OVX com estro comportamental induzido por reposicdo hormonal foi
introduzida na caixa e imediatamente foi dado inicio ao registro de comportamento,
filmado com camera digital Sony ® Handycam Full HG 64 Gb 12.3 MP durante 20
minutos. ApGs o registro, cada video foi analisado por observador treinado, através

de um programa de exibicdo de videos. A descricdo dos comportamentos sexuais do
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macho esta baseada em dados da literatura (Breigeiron et al., 2002; 2007), e os
seguintes parametros foram computados:

- Laténcia de monta: o0 macho se posiciona atras da fémea, coloca suas patas
dianteiras sobre a regido dorsal da mesma, porém néo realiza movimentos pélvicos
para penetragdo vaginal. Quando a monta ndo era observada durante o registro
(frequéncia igual a zero), foi computado como laténcia de 1200 segundos,
correspondentes ao tempo de vinte minutos.

- Frequéncia de montas: o numero de montas sem realizar intromissao
peniana até a realiza¢do da primeira monta com intromisséo.

- Laténcia da intromissao: periodo de tempo contado a partir do inicio do
registro, com a introducdo da fémea na caixa de observacdo, e a primeira monta
com intromissao (penetracdo vaginal). O macho se posiciona atras da fémea, coloca
suas patas sobre a regido dorsal da mesma, abracando-a na regido do abdome, e
realiza sucessivos movimentos pélvicos de aproximagdo dos flancos para
penetracdo vaginal. Em seguida, o macho afasta-se rapidamente da fémea
apresentando um movimento caracteristico tipo “saida em mola”, precedido de um
rapido movimento de abducdo das patas dianteiras. Quando a monta com
intromissdo nao era observada durante o registro (frequéncia igual a zero), foi
computado como laténcia de 1200 segundos, correspondentes ao tempo de vinte
minutos.

- Frequéncia de intromissdo- numero de intromissdes realizadas durante o
registro comportamental. Caso o animal néo realizasse monta com intromissao neste

periodo, a frequéncia era considerada nula (zero) e laténcia maxima (1200 s).
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3.10. Coleta de sangue e de gordura abdominal

Ap6s o desmame dos filhotes (21 dias apds o parto), as fémeas
permaneceram em jejum por 10 a 12 horas (das 22h00Omin as 9h00min) e, entdo,
foram pesadas e decapitadas. O sangue foi coletado em funis e tubos de ensaio
previamente heparinizados, centrifugado a 1500G a 4°C por 15 minutos, e o plasma
foi em seguida coletado e estocado a - 70°C para as posteriores dosagens
hormonais. As gorduras perigonadal, visceral e retroperitoneal foram retiradas e
pesadas conjuntamente em balanca digital.

Os filhotes machos, quando adultos, tiveram o sangue e a gordura
abdominal coletados da seguinte forma: apds o registro de comportamento sexual,
cada animal permaneceu em jejum por 10-12h (das 21hOOmin as 9h00min) e

submetidos ao mesmo protocolo descrito para as maes.

3.11. Dosagens hormonais

As concentracdes plasmaticas de prolactina e FSH foram realizadas por
radioimunoensaio de duplo anticorpo, com anticorpos especificos e padrbes
adquiridos junto ao National Program of Pituitary Hormone, National Institute of
Health (Torrance, California,USA). O anticorpo secundario para a precipitacdo da
reacdo do RIE é produzido em ovelha pelo laboratério do Dr. Celso Rodrigues Franci
(FMRP-USP). O FSH e a prolactina foram iodinados e purificados. As doses
minimas detectaveis foram: 0,2 ng/ml (FSH); 0.09 ng/ ml (PRL). Os erros intra-
ensaio foram 4%, 3% para PRL e FSH, respectivamente.

A concentracfes de insulina, leptina e ang Il e testosterona foram
dosadas através do método ELISA (Enzime-Linked Immunosorbent Assay) com

reagentes especificos para rato (Millipore —USA - sensibilidade de deteccédo
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0,2ng/mL; Enzo Life Sciences — USA - sensibilidade de detecgdo 100pg/mL;
Peninsula Laboratoreis — USA — sensibilidade de deteccdo 0,02ng/mL; USCN — USA
— sensibilidade de detecccéo 617,3 pg/mL, respectivamente).

Para as concentracbes de glicose, colesterol total e triglicerideos, foi
utilizado o método colorimétrico utilizando-se kits comerciais da Labtest (Labtest,
Brasil), com sensibilidade de detec¢do minima de 0,32mg/dL (glicose), 1,04 md/dL

(colesterol total) e 3,0mg/dL (triglicerideos).

3.12. Analise estatistica

Todos os dados foram primeiramente submetidos ao teste de normalidade
de Shapiro-Wilk.

Para os dados paramétricos, foi utilizado o Teste t de Student quando
uma variavel foi comparada entre 2 grupos. Para os dados ndo paramétricos foi
utilizado o teste de Mann-Whitney. Quando foi comparada uma variavel entre mais
de dois grupos foi utilizado o teste de analise de variancia (ANOVA) de 1 via seguida
pelo pos-teste de Student Newman-Keuls. Para as analises nas quais foram
comparadas duas variaveis entre os grupos foi utilizado o teste de analise de
variancia (ANOVA) de 2 vias, seguida de pos-teste de Bonferroni. Para a avaliacao
dos efeitos da dieta e do tratamento sobre determinada variavel nos grupos e entre
0S grupos, assim como a interacao entre o tempo e o tratamento sobre a variavel
estudada, utilizou-se o teste de andlise de variancia (ANOVA) de 2 vias para
medidas repetidas com pdés-teste de Bonferroni. Os resultados estdo expressos
como média + EPM.

Para os dados nao-paramétricos com mais de dois grupos

(comportamento sexual dos machos), foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis. Os
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resultados sédo expressos como mediana e intervalo interquartil (25% e 75% do
periodo).

Para os dados de correlagdo entre duas variaveis, foi utilizado o teste de
Pearson (dados paramétricos) ou de Sperman (dados ndo-paramétricos). A
correlacéo foi considerada perfeita quando r’= 1; forte quando r®> >0.7; moderada
quando r? = 0.3- 0.7 e fraca quando r? <0.3. A correlacdo é considerada inexistente
quando r® = 0. As variaveis correlacionam-se inversamente quando r? = -1.

Todos os dados foram analisados através do programa GraphPad Prism 5

e as diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando P<0,05.

3.13. Descarte de residuos

Os residuos biologicos (material contaminado com sangue e carcacas de
animais) foram descartados em sacos de lixo brancos, devidamente identificados e
encaminhados para o descarte conforme as normas vigentes no Departamento de
Fisiologia (UFRGS) e no Centro de Reproducdo e Experimentacdo de Animais de
Laboratério (CREAL- UFRGS). Os residuos quimicos foram acondicionados em
recipientes de 5L com etiquetas contendo a identificacdo e classificacdo do
composto quimico, sendo posteriormente encaminhados para tratamento pelo

Centro de Gestao e Tratamento de Residuos Quimicos (CGTRQ -UFRGS).

37



4. RESULTADOS

4.1. Efeito do consumo de dieta de cafeteria administrada em
diferentes periodos sobre o desenvolvimento corporal e os desfechos

metabodlicos, hormonais e reprodutivos de ratas e suas proles.

O experimento foi iniciado com dois grupos de fémeas, Padrdo (PAD,
controle) e Cafeteria (CAF), com 21 dias de vida. Durante 10 semanas 0s animais
receberam suas respectivas dietas e tiveram seu peso corporal aferido

semanalmente.

4.1.1. Periodo pré-gestacional: Ganho de peso corporal desde o
desmame até a idade adulta.

A figura 4 mostra a evolucdo do ganho de peso corporal, analisado
através de ANOVA de duas vias para medidas repetidas. O peso corporal sofreu
interacdo significativa dos fatores tempo e dieta [F(10, 480)= 9,41; P<0,05], somente
do tempo [F(10,480)= 2220; P<0,05] mas nao sofreu influéncia significativa somente
da dieta [F(1,480)= 0,56; P>0,05]. A partir da nona semana, o grupo CAF passou a
apresentar um peso corporal significativamente maior em relacdo ao grupo PAD

(P<0,05).
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Figura 4: Efeito da dieta de cafeteria pré-gestacional sobre a evolucdo do peso corporal
ao longo de 10 semanas de experimento das ratas dos grupos PAD (n=25) e CAF (n=25). Valores
expressos como média + E.P.M. ANOVA de duas vias para medidas repetidas com pés-teste de
comparacdes multiplas Bonferroni. *P<0,05 em relacéo ao controle.

A figura 5 representa a diferenca de peso corporal entre os grupos PAD e
CAF. Através do teste t de Student nédo foi verificada diferenca de peso corporal
entre 0s grupos no inicio do experimento (P>0,05; Fig. 5A). Ao final de 10 semanas
de administracdo de dieta de cafeteria 0 grupo CAF apresentou aumento de peso

corporal em relacéo ao grupo PAD (P< 0,05; Fig. 5B).
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Figura 5: Peso corporal aos 21 dias de vida (A) e aos 90 dias de vida (B) das ratas dos
grupos PAD (n= 25) e CAF (n=25). Valores expressos como média + E.P.M. Teste t Student. *
P<0,05.
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4.1.2. Comportamento sexual

Ao final de 10 semanas de consumo de dieta de cafeteria, na noite do
proestro, as ratas dos grupos PAD e CAF foram submetidas ao teste de
comportamento sexual. Através do teste t de Student ndo foi observada diferenca
significativa na receptividade sexual, avaliada através do quociente de lordose

(P>0,05), representado na figura 6.
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Figura 6: Efeito da dieta de cafeteria administrada a partir do desmame sobre a
receptividade sexual (nimero de lordoses/ nUmero de montas) das ratas dos grupos PAD (n=24) e
CAF (n=23). Valores expressos como média + E.P.M. Teste t de Student.

Apos a realizacéo do teste de comportamento sexual, tendo apresentado
receptividade sexual, cada fémea permaneceu por 12 horas com um macho
sexualmente ativo, com o objetivo de induzir a prenhez. Na manha seguinte, foram
consideradas potencialmente prenhas as ratas em cujo esfregaco vaginal havia
espermatozoides. Considerado este como sendo o primeiro dia de uma potencial
gestacéo, os grupos PAD e CAF foram subdivididos em outros dois grupos: metade
das fémeas do grupo PAD passou a receber dieta de cafeteria, sendo produzido o
grupo PAD/CAF e metade do grupo CAF passou a receber racdo padrdo, sendo
produzido o grupo CAF/PAD. Foram gerados, portanto, quatro diferentes grupos,

gue tiveram seu peso corporal monitorado a cada trés dias.
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4.1.3. Ganho de peso corporal durante a gestacao

A figura 7 representa a evolucdo do peso corporal dos quatro grupos a
partir do 1° até o 21° dia gestacional. A ANOVA de duas vias para medidas repetidas
mostra que houve interagdo dos fatores dieta x tempo de gestagédo [F(21,245)=
13,52; P<0,05], assim como houve influéncia somente do tempo [F(7,245)= 576,42,
P<0,05] e da dieta [F(3,245)= 2,896; P<0,05]. A partir do 12° dia de gestacao, o
grupo CAF/CAF apresentou aumento no ganho de peso corporal quando comparado
ao grupo PAD/PAD e este aumento sustentou-se até o final da gestacdo (P<0,05). A
partir da 15° dia de gestacdo, o grupo PAD/CAF apresentou aumento de peso
corporal quando comparado ao grupo PAD/PAD e este aumento sustentou-se até o

final da gestacao (P<0,05).
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Figura 7: Efeito da dieta de cafeteria a partir do 1° dia de gestacdo sobre a evoluc¢éo do
peso corporal de ratas dos grupos PAD/PAD (n=12), PAD/CAF (n=12), CAF/CAF (n=12) e CAF/PAD
(n=11). Valores expressos como média + E.P.M. ANOVA de 2 vias para medidas repetidas com de
pés-teste de comparacdes mdltiplas Bonferroni. * Grupo PAD/PAD versus CAF/CAF; # Grupo
PAD/PAD versus PAD/CAF. (P<0,05).
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A figura 8 representa o peso corporal dos grupos no final da gestagéo. Os
grupos CAF/CAF e PAD/CAF apresentaram um peso corporal superior ao grupo

PAD/PAD [F(3,46)= 6,19; P<0,05].
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Figura 8: Peso corporal no final da gestacdo das ratas dos grupos PAD/PAD (n=12),
PAD/CAF (n=12), CAF/CAF (n=12) e CAF/PAD (n=11). Valores expressos como média + E.P.M.
ANOVA de 1 via com pos-teste de Newuman-Keuls. Letras diferentes indicam diferencas
significativas entre os grupos (P<0,05).

A figura 9 representa o ganho percentual de peso corporal durante a
gestacédo nas ratas dos quatro diferentes grupos. A ANOVA de uma via mostra que o
consumo de dieta de cafeteria a partir do 1° dia de gestacdo (grupo PAD/CAF)

produziu um maior e significativo percentual de ganho de peso corporal

comparando-se aos demais grupos [F(3,38)= 23,74; P<0,05].
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Figura 9: Efeito da dieta de cafeteria sobre o percentual de ganho de peso corporal
durante a gestacdo das ratas dos grupos PAD/PAD (n=12), PAD/CAF (n=12), CAF/CAF (n=12) e
CAF/PAD (n=11). Valores expressos como média + E.P.M. ANOVA de 1 via com péds-teste de
Newmann-Keuls. Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos (P<0,05).

42



4.1.4. Namero de filhotes e peso das ninhadas
A figura 10 representa a meédia do nudmero de filhotes por ninhada,

indicando que nao houve diferenca significativa entre os grupos (P>0,05).

w < 99 -
a2 e
[o)n oS ]
xrz g [t
us e
Sx oS e ]
26 & B
o o [T
awn b ]
QW B
52 S
] T
242 5 P
[T
PAD;PAD PAD/CAF CAF/CAF CAF;PAD

Figura 10: Média no nimero de filhotes por ninhada, nascidos das ratas dos grupos
PAD/PAD (n=11), PAD/CAF (n=12), CAF/CAF (n=12) e CAF/PAD (n=11). Valores expressos como
média + E.P.M. ANOVA de 1 via.

ApOs a padronizagéo das ninhadas em namero de 8 filhotes, foi verificado
0 peso corporal das ninhadas no 1° (A) e no 10° dia pos-natal (B). Representada na
figura 11, a ANOVA de uma via mostra que no 1° dia pés-natal, o peso das ninhadas
dos grupos CAF/CAF e PAD/CAF foi significativamente superior aos grupos
PAD/PAD e CAF/PAD [F(3,40)= 6,09; P<0,05]. No 10° dia pds-natal, essa diferenca

tornou-se mais acentuada [F(3,40)= 9,62; P<0,05].
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Figura 11: Efeito da dieta de cafeteria sobre a média do peso das ninhadas no 1° (A) e
no 10° dia pés-natal (B) nascidas das ratas dos grupos PAD/PAD (n=10), PAD/CAF (n=11), CAF/CAF
(n=10) e CAF/PAD (n=10). Valores expressos como média + E.P.M. ANOVA de 1 via com pds-teste
de Newman-Keuls. Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos (p<0,05).

4.1.5. Comportamento maternal

O comportamento maternal foi registrado durante os 10 primeiros dias

apos o nascimento das ninhadas.

A figura 12 representa a frequéncia total de amamentacdo (A), a

frequéncia total do comportamento de lambidas (B) e a frequéncia total de

permanéncia no ninho (C). A ANOVA de uma via indica que ao final de 10 dias de

registro, os grupos CAF/CAF e PAD/CAF apresentaram aumento no numero total

das frequéncias de amamentacdo [F(3,40)= 4,7; P<0,05] (Fig.12A), aumento no

namero total das frequéncias de lambida [F(3,40)= 10,47; P<0,05] (Fig 12B) e

aumento no nuamero total das frequéncias e permanéncia no ninho PAD [F(3,40)=

6,69; P<0,05] (Fig 12C) quando comparados aos grupos PAD/PAD e CAF/PAD.
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Figura 12: Efeito da dieta de cafeteria sobre a frequéncia total dos comportamentos de
amamentacado (A), de lambida (B) e de permanéncia no ninho (C) durante 10 dias das ratas dos
grupos PAD/PAD (n=10), PAD/CAF (n=11), CAF/CAF (n=10) e CAF/PAD (n=10). Valores expressos
como média + E.P.M. ANOVA de 1 via com poés-teste de Newman-Keuls. Letras diferentes indicam
diferencgas significativas entre os grupos (p<0,05).

45



4.1.6. Peso corporal e gordura abdominal ap6és o desmame dos
filhotes

Vinte um dias apdés o nascimento das ninhadas, os filhotes foram
desmamados e as maes foram pesadas e sacrificadas para coleta e pesagem de
gordura abdominal e coleta de sangue para as dosagens hormonais, perfil lipidico e
perfil glicémico (8-10 horas de jejum).

A figura 13 representa o peso corporal (A) e o peso da gordura abdominal
(B) dos diferentes grupos 21 dias apds o nascimento das ninhadas. Através da
ANOVA de uma via, os grupos CAF/CAF e PAD/CAF apresentaram aumento
significativo de peso corporal comparando-se aos demais grupos [F(3,41)= 5,77,
P<0,05]. Os mesmos grupos exibiram aumento significativo do conteido de gordura

abdominal quando comparados aos demais grupos [F(3,41)= 12,06; P<0,05].
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Figura 13: Efeito dieta de cafeteria sobre o peso corporal (A) e sobre a gordura
abdominal (B) das ratas dos grupos PAD/PAD (n=10), PAD/CAF (n=11), CAF/CAF (n=10) e CAF/PAD
(n=10). Valores expressos como média + E.P.M. ANOVA de 1 via com pos-teste de Newman-Keuls.
Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos (P<0,05).

4.1.7. Insulina
A figura 14 representa as concentracfes plasmaticas de insulina das ratas
dos diferentes grupos, 21 dias apos o nascimento das ninhadas. A ANOVA de uma

via mostrou aumento significativo na concentracdo plasméatica de insulina no grupo
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PAD/CAF quando comparado aos demais grupos e do grupo CAF/CAF quando

comparado aos grupos PAD/PAD e CAF/PAD [F(3,33)=11,71; P<0,05].

INSULINA (ng/mL)
i

PAD;PAD PAD/CAF CAF/CAF CAF/PAD

Figura 14: Efeito da dieta de cafeteria sobre a concentracdo plasmatica de insulina 21
dias apds o nascimento das ninhadas das ratas dos grupos PAD/PAD (n= 8), PAD/CAF (n= 9),
CAFI/CAF (n=7) e CAF/PAD (n= 10). Valores expressos como média + E.P.M. ANOVA de 1 via com
pos-teste de Newman-Keuls. Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos
(P<0,05).

4.1.8. Leptina

A figura 15 representa as concentracdes plasmaticas de leptina das ratas
dos diferentes grupos, 21 dias apos o nascimento das ninhadas. A ANOVA de uma
via mostrou aumento significativo na concentracéo plasmatica de leptina nos grupos

CAF/CAF e PAD/CAF quando comparados aos grupos PAD/PAD e CAF/PAD

[F(3,33)= 12,50; P<0,05].
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Figura 15: Efeito da dieta de cafeteria sobre a concentracéo plasmética de leptina 21
dias ap6s o nascimento das ninhadas das ratas dos grupos PAD/PAD (n= 8), PAD/CAF (n= 6),
CAF/CAF (n=7) e CAF/PAD (n= 10). Valores expressos como média + E.P.M. ANOVA de 1 via com
pés-teste de Newman-Keuls. Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos
(P<0,05).
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4.1.9. Angiotensina ll

A figura 16 representa as concentracdes plasmaticas de ang Il das ratas
dos diferentes grupos, 21 dias apos o nascimento das ninhadas. A ANOVA de uma
via mostrou aumento significativo nas concentracbes plasmaticas de ang Il nos

grupos CAF/CAF e PAD/CAF guando comparados aos demais grupos [F(3,38)=

5,77; P<0,05].
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Figura 16: Efeito da dieta de cafeteria sobre a concentracdo plasmatica de ang Il 21 dias
apos o nascimento das ninhadas das ratas dos grupos PAD/PAD (n=9), PAD/CAF (n= 10), CAF/CAF
(n=8) e CAF/PAD (n=9). Valores expressos como média + E.P.M. ANOVA de 1 via com péds-teste de
Newman-Keuls. Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos (P<0,05).

4.1.10. Correlacéo entre gordura abdominal versus insulina, leptina e
angiotensinal ll

A figura 17 representa as correlacdes existentes entre o conteudo de
gordura abdominal e as concentracdes plasmaticas de insulina, leptina e
angiotensina 1l nas ratas dos diferentes grupos. A correlacdo entre gordura
abdominal e insulina (A) foi considerada fortemente positiva (r’= 0,94; P<0,05); entre
gordura abdominal e leptina (B) foi considerada fortemente positiva (r* = 0,87;
p<0,05) e a correlagcdo entre gordura abdominal e ang Il (C) foi considerada

fortemente positiva (r’= 0,85; P<0,05).
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Figura 17: Correlac@o entre gordura abdominal e concentracdo plasmética de insulina
(A), de leptina (B) e de ang Il (C) das ratas dos grupos PAD/PAD (n= 8), PAD/CAF (n= 6), CAF/CAF
(n=7) e CAF/PAD (n=9).
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4.1.11. Glicose, colesterol total e triglicerideos.

A figura 18 representa as concentracdes plasmaticas de glicose (A),
colesterol total (B) e de triglicerideos (C) de jejum das ratas dos diferentes grupos,
21 dias apds o nascimento das ninhadas. A ANOVA de uma via demonstrou que ndo
houve diferencas significativas nas concentragbes de glicose e de colesterol total
entre os grupos (P>0,05). O mesmo teste mostrou que a concentracdo plasmatica
de triglicerideos apresentou-se elevada no grupo CAF/CAF quando comparado aos

grupos PAD/PAD e CAF/PAD [F(3,35)= 3,88; P<0,05].
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Figura 18: A- Efeito da dieta de cafeteria sobre a concentragcdo plasmatica de glicose 21
dias ap6s o nascimento das ninhadas das ratas dos grupos PAD/PAD (n= 9), PAD/CAF (n= 11),
CAF/CAF (n=9) e CAF/PAD (n= 10). B - Efeito da dieta de cafeteria sobre a concentragdo plasmatica
de colesterol total 21 dias ap6s o nascimento das ninhadas das ratas dos grupos PAD/PAD (n= 8),
PAD/CAF (n= 9), CAF/CAF (n=10) e CAF/PAD (n= 10) e C - Efeito da dieta de cafeteria sobre a
concentracdo plasmatica de triglicerideos 21 dias apés o nascimento das ninhadas das ratas dos
grupos PAD/PAD (n= 8), PAD/CAF (n= 9), CAF/CAF (n=9) e CAF/PAD (n= 10). Valores expressos
como média + E.P.M. ANOVA de 1 via com poés-teste de Newman-Keuls. Letras diferentes indicam
diferencgas significativas entre os grupos (P<0,05).

4.1.12. Prolactina
A figura 19 representa as concentracdes plasmaticas de prolactina das
ratas dos diferentes grupos, 21 dias ap6s o nascimento das ninhadas. A ANOVA de

uma via ndo mostrou diferencas significativas entre os grupos. [F(3,35)= 0,2;

P>0,05].
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Figura 19: Efeito da dieta de cafeteria sobre a concentracdo plasmatica de prolactina 21
dias ap6s o nascimento das ninhadas das ratas dos grupos PAD/PAD (n= 9), PAD/CAF (n= 8),
CAF/CAF (n=8) e CAF/PAD (n= 8). Valores expressos como média + E.P.M. ANOVA de 1 via com
pés-teste de Newman-Keuls.
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A andlise dos dados das proles foi iniciada com o desmame dos filhotes
das ratas dos grupos PAD/PAD, PAD/CAF, CAF/CAF e CAF/PAD. Estes animais
foram alimentados somente com racdo padrao (consumo monitorado a cada 3 dias)

e tiveram seu peso corporal aferido semanalmente.

4.1.13. Ganho de peso corporal dos filhotes a parir do desmame até a
idade adulta.

A figura 20 representa a evolucdo do peso corporal ao longo de 10
semanas. A ANOVA de duas vias para medidas repetidas demonstrou que houve
interacdo entre os fatores dieta materna x tempo [F(27,333)= 1,86; P<0,05], houve
influéncia somente do tempo [F(9,333)= 2403; P<0,05], porém néo houve influéncia
somente da dieta materna [F(3, 333)= 1,89; P>0,05]. O pés-teste de Bonferroni néo
apontou diferencas significativas entre os grupos em nenhum periodo do

desenvolvimento (P>0,05).
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Figura 20: Efeito da dieta materna sobre o ganho de peso corporal dos descendentes dos
grupos PAD/PAD (n=10), PAD/CAF (n=10), CAF/CAF (n=10) e CAF/PAD (n=10). Valores expressos
como média + E.P.M. ANOVA de 2 vias utilizando-se dia como medida repetida, com pos-teste de
Bonferroni. * P< 0,05.
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A figura 21 representa o0 peso corporal da prole (machos) dos
diferentes grupos ao desmame (A) e aos 90 dias de vida (B). A ANOVA de uma via
mostra que o0s grupos CAF/CAF e PAD/CAF apresentaram aumento no peso
corporal ao desmame comparando-se aos demais grupos [F(3,39)= 28,6; P<0,05].

Aos 90 dias de vida, nao foram observadas diferengas entre os grupos (P>0,05).
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Figura 21. Efeito da dieta materna sobre peso corporal ao desmame (A) e aos 90 dias
(B) dos descendentes dos grupos PAD/PAD (n=10), PAD/CAF (n=10), CAF/CAF (n=10) e CAF/PAD
(n=10). Valores expressos como média + E.P.M. ANOVA de 1 via com pds-teste de Newman-Keuls.
Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos (P<0,05).

4.1. 14. Consumo de racéao padrao total desde o desmame até a idade
adulta.

A figura 22 representa o consumo total de racdo padrdo dos
descendentes das ratas dos grupos PAD/PAD, PAD/CAF, CAF/CAF e CAF/PAD. A
ANOVA de uma via nao apontou diferencas significativas no consumo total de racéo

padrdo, desde o desmame até os 90 dias de vida (P>0,05).
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Figura 22: Efeito da dieta materna sobre o consumo de racdo padrdo total por
animal, desde o desmame até os 90 dias de vida, dos descendentes dos grupos PAD/PAD (n=10),
PAD/CAF (n=10), CAF/CAF (n=10) e CAF/PAD (n=10). Valores expressos como média + E.P.M.

4.1.15. Gordura Abdominal

A figura 23 representa o peso do conteudo de gordura abdominal em
descendentes das ratas dos grupos PAD/PAD, PAD/CAF, CAF/CAF e CAF/PAD,
aos 90 dias de idade. A ANOVA de 1 via demonstrou um aumento significativo no
conteudo de gordura abdominal nos animais do grupo CAF/CAF [F(3,39)= 7,44;

P<0,05] quando comparados aos demais grupos.
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Figura 23: Efeito da dieta materna sobre o conteldo de gordura abdominal nos
descendentes dos grupos PAD/PAD (n=10), PAD/CAF (n=10), CAF/CAF (n=10) e CAF/PAD (n=10).
Valores expressos como média + E.P.M. ANOVA de 1 via com pos-teste de Newman-Keuls. Letras
diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos (P<0,05).
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4.1.16. Insulina

A figura 24 representa a concentracao plasmatica de insulina de jejum em
machos descendentes das ratas dos grupos PAD/PAD, PAD/CAF, CAF/CAF e
CAF/PAD, aos 90 dias de idade. A ANOVA de 1 via demonstra que os animais do
grupo CAF/CAF apresentaram aumento na concentracdo de insulina quando

comparados aos grupos PAD/PAD e CAF/PAD [F(3,38)= 4,44 ;P<0,05].
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Figura 24: Efeito da dieta materna sobre a concentracdo plasmatica de insulina nos
descendentes dos grupos PAD/PAD (n=10), PAD/CAF (n=9), CAF/CAF (n=10) e CAF/PAD (n=10).
Valores expressos como média + E.P.M. ANOVA de 1 via com pds-teste de Newman-Keuls. Letras
diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos (P<0,05).

4.1.17. Leptina

A figura 25 representa a concentracdo plasmatica da leptina de jejum em
machos descendentes das ratas dos grupos PAD/PAD, PAD/CAF, CAF/CAF e
CAF/PAD, aos 90 dias de idade. A ANOVA de 1 via demonstra que os animais do
grupo CAF/CAF apresentaram aumento significativo na concentracdo de leptina

guando comparados aos demais grupos [F(3,32)= 3,9; P<0,05].
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Figura 25: Efeito da dieta materna sobre a concentracdo plasmatica de leptina nos
descendentes dos grupos PAD/PAD (n=10), PAD/CAF (n=6), CAF/CAF (n=10) e CAF/PAD (n=7).
Valores expressos como média + E.P.M. ANOVA de 1 via com pds-teste de Newman-Keuls. Letras
diferentes indicam diferengas significativas entre os grupos (P<0,05).

4.1.18. Angiotensina ll

A figura 26 representa a concentracdo plasmatica de angiotensina Il em
machos descendentes das ratas dos grupos PAD/PAD, PAD/CAF, CAF/CAF e
CAF/PAD, aos 90 dias de idade. A ANOVA de 1 via demonstra que ndao houve

diferencas significativas entre os grupos [F(3,38)=0,47; P>0,05].
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Figura 26: Efeito da dieta materna sobre a concentracdo plasmética de angiotensina
Il nos descendentes dos grupos PAD/PAD (n=10), PAD/CAF (n=9), CAF/CAF (n=10) e CAF/PAD
(n=10). Valores expressos como média =+ E.P.M. ANOVA de 1 via com poOs-teste de Newman-Keuls.
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4.1. 19. Correlagéo entre gordura abdominal versus insulina, leptina
e angiotensina ll

A figura 27 representa as correlacdes existentes entre o conteltdo de
gordura abdominal e as concentragfes plasmaticas de insulina, de leptina e de
angiotensina Il na prole das ratas dos diferentes grupos. A correlacdo entre gordura
abdominal e insulina (A) foi considerada fortemente positiva (r?= 0,77; P<0,05); entre
gordura abdominal e leptina (B) foi considerada moderadamente positiva (r* = 0,68;
p<0,05) e a correlagdo entre gordura abdominal e ang Il foi considerada positiva,

porém, ndo estatisticamente significativa (r>= 0,29; P>0,05).
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Figura 27: Correlag@o entre gordura abdominal e concentracdo plasméatica de insulina
(A), de leptina (B) e de ang Il (C) entre os descendentes dos grupos PAD/PAD (n= 10), PAD/CAF (n=
7), CAF/CAF (n=10) e CAF/PAD (n= 8).

4.1.20. Glicose, colesterol total e triglicerideos.

A figura 28 representa a concentracdo plasmatica de glicose (A),
colesterol total (B) e triglicerideos (C) de jejum em machos descendentes das ratas
dos grupos PAD/PAD, PAD/CAF, CAF/CAF e CAF/PAD, aos 90 dias de idade. A
ANOVA de 1 via demonstra que nao houve diferencas significativas nas
concentracfes de glicose e colesterol total entre os grupos (P>0,05). O mesmo teste
indica que os grupos PAD/CAF e CAF/CAF apresentaram elevacdo no conteudo
plasmatico de triglicerideos quando comparados aos demais grupos [F(3,38)= 7,05;

P<0,05].
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Figura 28: A- Efeito da dieta materna sobre a concentragédo plasmatica de glicose de
jejum nos descendentes dos grupos PAD/PAD (n=10), PAD/CAF (n=10), CAF/CAF (n=10) e
CAF/PAD (n=10); B- Efeito da dieta materna sobre a concentracdo plasmatica de colesterol total de
jejum nos descendentes dos grupos PAD/PAD (n=10), PAD/CAF (n=10), CAF/CAF (n=10) e
CAF/PAD (n=10); C- Efeito da dieta materna sobre a concentracdo plasmatica de triglicerideos de
jejum nos descendentes dos grupos PAD/PAD (n=10), PAD/CAF (n=11), CAF/CAF (n=10) e
CAF/PAD (n=10). Valores expressos como média + E.P.M. ANOVA de 1 via com pods-teste de
Newman-Keuls. Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos (P<0,05).
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4.1.21. Testosterona

A figura 29 representa a concentracdo plasmatica de testosterona em
machos descendentes das ratas dos grupos PAD/PAD, PAD/CAF, CAF/CAF e
CAF/PAD, aos 90 dias de idade. A ANOVA de 1 via demonstra que 0S grupos
PAD/CAF, CAF/CAF e CAF/PAD tiveram reducédo significativa de testosterona

guando comparados ao grupo PAD/PAD [F(3,36)= 3,45; P<0,05].

TESTOSTERONA (ng/mL)
N

PAD;PAD PAD/CAF CAF/CAF CAF/PAD

Figura 29: Efeito da dieta materna sobre a concentracdo plasmatica de testosterona nos
descendentes dos grupos PAD/PAD (n=10), PAD/CAF (n=10), CAF/CAF (n=10) e CAF/PAD (n=8).
Valores expressos como média + E.P.M. ANOVA de 1 via com pds-teste de Newman-Keuls. Letras
diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos (P<0,05).

4.1.22. Prolactina

A figura 30 representa as concentracfes plasmaticas de prolactina em
machos descendentes das ratas dos grupos PAD/PAD, PAD/CAF, CAF/CAF e
CAF/PAD, aos 90 dias de idade. A ANOVA de 1 via demonstra que nado houve

diferencas significativas entre os grupos (P<0,05).
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Figura 30: Efeito da dieta materna sobre a concentragdo plasmatica de prolactina nos
descendentes dos grupos PAD/PAD (n=10), PAD/CAF (n=10), CAF/CAF (n=10) e CAF/PAD (n=9).
Valores expressos como média + E.P.M. ANOVA de 1 via com pés-teste de Newman-Keuls.

4.1.22 Hormonio Foliculo-estimulante (FSH)

A figura 31 representa a concentracdo plasmatica de FSH em machos
descendentes das ratas dos grupos PAD/PAD, PAD/CAF, CAF/CAF e CAF/PAD,
aos 90 dias de idade. A ANOVA de 1 via demonstra que os machos dos grupos
PAD/CAF, CAF/CAF e CAF/PAD apresentaram uma reducdo significativa quando
comparados ao grupo PAD/PAD [F(3,38)= 10,13; P< 0,05].
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Figura 31: Efeito da dieta materna sobre a concentracdo plasmética de FSH nos
descendentes machos dos grupos PAD/PAD (n=10), PAD/CAF (n=11), CAF/CAF (n=10) e CAF/PAD
(n=10). Valores expressos como média + E.P.M. ANOVA de 1 via com pds-teste de Newman-Keuls.
Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos (P<0,05).
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4.1.23 Comportamento sexual

A tabela 3 mostra as andlises do comportamento sexual de ratos machos,
descendentes das ratas dos grupos PAD/PAD, PAD/CAF, CAF/CAF e CAF/PAD. O
teste de Kruskal-Wallis demonstrou que os animais dos grupos PAD/CAF, CAF/CAF
e CAF/PAD exibiram aumento da laténcia de intromisséo (s) e reducéo da frequéncia
(n°) de intromissédo quando comparados ao grupo PAD/PAD (P<0,05). Nos demais
parametros analisados, ndo houve diferencas significativas entre 0s grupos

(P>0,05).

Tabela 3: Comportamento sexual dos descendentes dos grupos PAD/PAD (n=10),
CAF/PAD (n=8), CAF/CAF (n=10) e PAD/CAF (n=10). As frequéncias e as laténcias foram obtidas em
sessOes de observacdo de 20 min (1200 s). ANOVA de 1 via com pos-teste de Newman - Keuls
(dados paramétricos) e teste de Kruskal-Wallis com de pos-teste de Dunn (dados ndo paramétricos).
Os valores das laténcias séo expressos como mediana e intervalos interquartis (25 e 75) e os valores
das frequéncias sdo expressos como média + EPM. Letras diferentes indicam diferencas significativas
entre os grupos (P<0,05).

PARAMETROS PAD/PAD PAD/CAF CAF/CAF CAF/PAD
COMPORTAMENTAIS
Laténcia de monta (s) 236 655 304,4 615,2

168/440 399,8/1200 155/555,8 263/1200

Frequéncia de montas até a 4614 5+£1,7 8,729 6,2+2,1
primeira intromissao (1200 s)

Laténcia de intromissao (s) 3532 1200° 1200° 1200°

183,5/527 1110/1200 449,8/1200 755,3/1200
Frequéncia de intromiss&o 22+31* 56+44° 52+15° 22+16°
(1200 s)
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4.2. Efeito da associagcao da administracdo de Losartan com a dieta
de cafeteria, consumida em diferentes periodos, sobre o desenvolvimento
corporal e os desfechos metabdlicos, hormonais e reprodutivos de ratas e

suas proles.

Dois grupos de fémeas, Padrao (PAD+LOS) e Cafeteria (CAF+LOS), com
21 dias de vida, receberam suas respectivas dietas durante 10 semanas, associadas
ao farmaco Losartan na agua de beber, e tiveram seu peso corporal aferido
semanalmente. Os graficos abaixo apresentam os dados obtidos das fémeas que

receberam o farmaco, comparando-se aos grupos de fémeas que nao o receberam.

4.2.1. Periodo pré-gestacional: ganho de peso corporal desde o
desmame até a idade adulta.

A figura 32 mostra a evolugcdo do ganho de peso corporal entre os
grupos PAD, PAD+LOS, CAF e CAF+LOS. A ANOVA de duas vias para medidas
repetidas mostra que o ganho de peso corporal sofreu interacdo dos fatores tempo x
tratamento [F(30, 960)= 14,95; P<0,05], mostra efeito somente do tempo [F(10,960)=
4692; P< 0,05] e mostra que ndo houve influéncia significativa somente do
tratamento [F(3,960)= 0,36; P>0,05]. O peso corporal do grupo CAF+LOS foi
superior comparando-se ao grupo PAD+LOS ao final da nona semana (P<0,05) de
modo semelhante ao demonstrado entre os grupos PAD e CAF a partir da oitava
semana. A administracdo de Losartan ao grupo CAF+ LOS produziu reducdo no
ganho de peso corporal comparando-se ao grupo CAF a partir da oitava semana,
tornando-o semelhante ao grupo PAD. Nao foi observada diferenca no ganho de

peso corporal entre os grupos PAD e PAD + LOS.
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Figura 32: Efeito da administracdo de Losartan associada ao consumo de dieta de cafeteria
sobre a evolugdo do peso corporal ao longo de 10 semanas nos grupos PAD+LOS (n=25) e
CAF+LOS (n=25) comparados aos grupos PAD (n=25) e CAF (n=25) do Experimento 1. Valores
expressos como média + E.P.M. ANOVA de duas vias para medidas repetidas com pds-teste de
comparacdes multiplas Bonferroni. a) Grupo PAD versus CAF; b) Grupo CAF versus CAF+LOS; c)
Grupo PAD + LOS versus CAF; (P<0,05).

A figura 33 representa o peso corporal entre os grupos PAD, PAD+LOS,
CAF e CAF+LOS ao desmame (A) e ao final de 10 semanas (B). Através da ANOVA
de duas vias verificou-se que nao houve diferenca no peso corporal entre os grupos
no inicio do experimento (P>0,05). Ao final de 10 semanas de experimento, observa-
se que os grupos PAD + LOS e CAF + LOS sdao diferentes entre si de modo
semelhante ao observado entre os grupos PAD e CAF (P<0,05). Entretanto, o
tratamento com Losartan preveniu o ganho de peso corporal no grupo CAF + LOS,

guando comparado ao grupo CAF (P<0,05).
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Figura 33: Peso corporal aos 21 dias de vida (A) e aos 90 dias de vida (B) dos grupos
PAD (n= 25), PAD+LOS (n=25), CAF (n=25) e CAF+LOS (n=25). Valores expressos como média +
E.P.M. ANOVA de 2 vias com pos-teste de Bonferroni. * Diferencas significativas por efeito da dieta;
# Diferencas significativas por efeito do Losartan (P<0,05).

4.2.2. Comportamento sexual

Ao final de 10 semanas de consumo de CAF ou racéo padréo, na noite do
proestro, as ratas dos grupos PAD+LOS e CAF+LOS foram submetidas ao teste de
comportamento sexual. Ao comparar-se aos grupos PAD e CAF, a ANOVA de duas
vias nao indicou diferencas significativas entre os grupos (P>0,05), conforme

representado na figura 34.
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Figura 34: Efeito da dieta de cafeteria a partir do desmame sobre a receptividade sexual
(nimero de lordoses/ numero de montas) de ratas Wistar adultas dos grupos PAD (n=24), PAD+LOS
(N=22), CAF (n=23) e CAF+LOS (n=24). Valores expressos como média + E.P.M. ANOVA de duas
vias.
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4.2.3. Ganho de peso corporal durante a gestacao

A figura 35 representa o peso corporal dos grupos no final da gestagéao. A
ANOVA de duas vias mostrou que nao houve interacdo entre os fatores dieta x
tratamento [F(3,91)= 0,96; P>0,05]. Houve influéncia somente da dieta [F(3,85)=
9,29; P<0,05] e do tratamento [F(1,85)= 25,57; P<0,05]. O po6s-teste de Bonferroni
indica que os grupos tratados com Losartan apresentaram o mesmo padrao de
diferenca de peso corporal observado entre os grupos nao tratados (figura 8), porém
os grupos CAF/CAF + LOS e PAD/CAF + LOS apresentam peso corporal inferior

com relag&o aos seus respectivos controles (P<0,05).
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Figura 35: Peso corporal no final da gestacdo dos grupos PAD/PAD (n=12),
PAD/PAD+LOS (n= 11); PAD/CAF (n=12), PAD/CAF+LOS (n=10), CAF/CAF (n=12), CAF/CAF+LOS
(n=12), CAF/PAD (n=11) e CAF/PAD+LOS (n=12). Valores expressos como média + E.P.M. ANOVA
de 2 vias com pés-teste de Bonferroni. * Diferencas significativas por efeito da dieta; # diferencas
significativas por efeito do Losartan (P<0,05).

A figura 36 representa o ganho percentual de peso corporal durante a
gestacdo nas ratas dos oito diferentes grupos. A ANOVA de duas vias mostra que
houve interagéo entre os fatores tratamento x dieta [F(3,85)= 2,72; P>0,05], e que

houve influéncia da dieta somente [F(3,85)= 22,01; P<0,05]. Os grupos PAD/CAF

exibiram o maior percentual de ganho de peso corporal comparados aos demais
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grupos, porém o grupo PAD/CAF + LOS apresentou redugcdo no ganho de peso

guando comparado ao seu controle (P<0,05).
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Figura 36: Efeito da dieta de cafeteria sobre o percentual de ganho de peso corporal
durante a gestacdo nas ratas dos grupos PAD/PAD (n=12), PAD/PAD+LOS (n= 11); PAD/CAF
(n=12), PAD/CAF+LOS (n=10), CAF/CAF (n=12), CAF/CAF+LOS (n=12), CAF/PAD (n=11) e
CAF/PAD+LOS (n=12). Valores expressos como média + E.P.M. ANOVA de 2 vias com pds-teste de
Bonferroni. * Diferencas significativas por efeito da dieta; # diferencas significativas por efeito do
Losartan (P<0,05).

4.2.4. Namero de filhotes e peso das ninhadas
A figura 37 mostra a média do numero de filhotes por ninhada. A ANOVA

de duas vias indica que néo houve diferenca significativa entre os grupos (P>0,05).
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Figura 37: Média no nimero de filhotes por ninhada, nascidos das ratas dos grupos
PAD/PAD (n=10), PAD/PAD+LOS (n=11), PAD/CAF (n=12), PAD/CAF+LOS(n=10), CAF/CAF (n=10),
CAF/CAF+LOS (n=12), CAF/PAD (n=10) E CAF/PAD+LOS (n=11). Valores expressos como média +
E.P.M. ANOVA de 2 vias.
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Ap0s a padronizagdo das ninhadas em numero de 8 filhotes, foi verificado
0 peso corporal das ninhadas no 1° (A) e no 10° dia pdés-natal (B). Representada na
figura 38, A ANOVA de duas vias aponta que no 1° dia pos-natal ndo houve
interacdo entre os fatores dieta materna x tratamento (P>0,05), assim como nao
houve influéncia do tratamento com Losartan somente (P>0,05). Houve influéncia do
fator dieta materna somente (P<0,05]. O pés-teste de Bonferroni demonstra que as
ninhadas dos grupos PAD/CAF e CAF/CAF tém peso médio superior as ninhadas
dos grupos PAD/PAD e CAF/PAD (Fig. 11), e que as ninhadas do grupo
PAD/CAF+LOS apresentam peso médio superior as ninhadas do grupo
PAD/PAD+LOS.

Entretanto, no 10° dia pds-natal, o tratamento com Losartan resultou em
reducédo significativa do peso médio das ninhadas dos grupos CAF/CAF + LOS e
PAD/CAF + LOS em comparacao aos grupos CAF/CAF e PAD/CAF (P>0,05). Aléem

disso, ndao foram observadas diferencas entre os grupos tratados com Losartan

(P>0,05).
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Figura 38: Efeito da dieta de cafeteria sobre a média do peso das ninhadas no 1° (A) e
no 10° dia pés-natal (B) nascidas das ratas dos grupos PAD/PAD (n=10), PAD/PAD+LOS (n=11),
PAD/CAF (n=11), PAD/CAF+LOS (n=10), CAF/CAF (n=10), CAF/CAF+LOS (n=12), CAF/PAD (n=10)
e CAF/PAD+LOS (n=11). Valores expressos como média + E.P.M. ANOVA de 2 vias com pos-teste
Bonferroni. * Diferencas significativas por efeito da dieta, # diferencas significativas por efeito do
Losartan (P<0,05).
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4.2.5. Comportamento maternal

O comportamento maternal foi registrado durante os 10 primeiros dias
apos o nascimento das ninhadas. A figura 39A representa a frequéncia total do
comportamento de amamentacdo durante os 10 primeiros dias pds-parto das ratas
dos oito diferentes grupos. A ANOVA de duas vias mostra que houve interagao entre
os fatores dieta x tratamento [F(3,76)= 2,94; P<0,05], porém nao houve influéncia da
dieta somente [F(3,76)= 0,57; P>0,05] nem influéncia do tratamento somente
[F(1,76)= 1,16; P>0,05]. O pés-teste de Bonferroni indica que os grupos CAF/CAF +
LOS e PAD/CAF + LOS tiveram reducdo no comportamento de amamentacao
guando comparados aos grupos CAF/CAF e PAD/CAF (P>0,05). A figura 39B
representa a frequéncia total do comportamento de lambidas. A ANOVA de duas
vias mostra que houve interacdo dos fatores dieta materna x tratamento [F(3,76)=
2,8; P>0,05], assim como houve influéncia dieta materna somente [F(3,76)= 11,78;
P>0,05] e influéncia do tratamento somente [F(1,76)= 87,31; P<0,05]. O pos-teste de
Bonferroni indicou que o tratamento com Losartan reduziu a frequéncia do
comportamento de lambida em todos os grupos tratados, com relagcdo aos seus
respectivos controles, e que nédo ha diferenca entre os grupos tratados com Losartan
(P>0,05). A figura 39C representa a frequéncia total do comportamento de
permanéncia no ninho das ratas dos oito diferentes grupos. A ANOVA de duas vias
mostra que houve interacdo dos fatores dieta materna x tratamento [F(3,76)= 2,87,
P>0,05], influéncia do tratamento somente [F(1,76)= 7,73; P<0,05] e que ndo houve
influéncia da dieta somente [F(3,76)= 2,01; P>0,05]. O p6s-teste de Bonferroni indica
gue os grupos CAF/CAF + LOS e PAD/CAF + LOS apresentaram reducdo na
permanéncia total no ninho em comparacdo aos grupos CAF/CAF e PAD/CAF,

respectivamente (P<0,05).
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Figura 39: Efeito da dieta de cafeteria sobre a frequéncia total do comportamento de
amamentacao (A), lambida (B) e permanéncia no ninho (C) durante 10 dias das ratas dos grupos
PAD/PAD (n=10), PAD/PAD+LOS (n=10), PAD/CAF (n=10), PAD/CAF+LOS (n=10), CAF/CAF
(n=10), CAF/CAF+LOS (n=10), CAF/PAD (n=10) e CAF/PAD+LOS (n=11). Valores expressos como
média + E.P.M. ANOVA de 2 vias com pos-teste de Bonferroni. A e B: * Interacdo; # diferencas
significativas por efeito do Losartan; C: * interacdo e diferencas significativas por efeito do Losartan; #
diferencas significativas por efeito da dieta (p<0,05).
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4.2.6. Peso corporal e gordura abdominal ap6s o desmame dos
filhotes

A figura 40 representa o peso corporal (A) e o peso da gordura abdominal
(B) das fémeas dos oito diferentes grupos 21 dias ap0s o0 nascimento das ninhadas.
Na andlise do peso corporal, a ANOVA de duas vias mostra que nao houve
interacdo entre os fatores dieta x tratamento [F(3,73)= 0,9; P>0,05], mas houve
influéncia somente da dieta [F(3,73)= 3,41; P<0,05]. O tratamento com Losartan
aboliu as diferencas de peso corporal entre os diferentes grupos. Na analise do peso
de gordura abdominal, a ANOVA de duas vias mostra que houve interacéo entre 0s
fatores dieta x tratamento [F(3,73)= 3,69; P<0,05], houve influéncia da dieta somente
[F(3,73)=9,35; P<0,05] e influéncia do tratamento somente [F(1,73)= 10,52; P<0,05].
O pos-teste de Bonferroni indica que os grupos CAF/CAF + LOS e CAF/PAD + LOS
apresentaram reducao no peso de gordura abdominal em comparac&do aos grupos

CAF/CAF e CAF/PAD (P<0,05).
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Figura 40: Efeito dieta de cafeteria sobre o peso corporal (A) e sobre a gordura
abdominal (B) dos grupos PAD/PAD (n=10), PAD/PAD+LOS (n=11), PAD/CAF (n=11),
PAD/CAF+LOS (n=9), CAF/CAF (n=10), CAF/CAF+LOS (n=10), CAF/PAD (n=10) e CAF/PAD+LOS
(n=11). Valores expressos como média + E.P.M. ANOVA de duas vias com pés-teste de Bonferroni. *
Diferencas significativas por efeito da dieta, # diferencas significativas por efeito do Losartan
(P<0,05).
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4.2.7. Insulina

A figura 41 representa as concentragfes plasméaticas de insulina das ratas
dos oito diferentes grupos, 21 dias apds o nascimento das ninhadas. A ANOVA de
duas vias mostra interacdo entre os fatores dieta x tratamento [F(3,67)= 3,68;
P<0,05], influéncia da dieta somente [F(3,63)= 11,19; P<0,05] e influéncia do
tratamento somente [F(1,63)= 4,59; P<0,05]. O pos-teste de Bonferroni mostra que
os grupos CAF/CAF + LOS e PAD/CAF + LOS tiveram redugcdo na concentracao

plasmatica de insulina comparando-se aos grupos CAF/CAF e PAD/CAF (P<0,05).
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Figura 41: Efeito da dieta de cafeteria sobre a concentracdo plasmética de insulina 21
dias apds o nascimento das ninhadas das ratas dos grupos PAD/PAD (n=8), PAD/PAD+LOS (n=10),
PAD/CAF (n=9), PAD/CAF+LOS (n=9), CAF/CAF (n=7), CAF/CAF+LOS (n=8), CAF/PAD (n=10) e
CAF/PAD+LOS (n=10).Valores expressos como média + E.P.M. ANOVA de 2 vias com péds-teste de
Bonferroni. * Diferencas significativas por efeito da dieta; # diferencas significativas por efeito do
Losartan (P<0,05).

4.2.8. Leptina

A figura 42 representa as concentracdes plasmaticas de leptina das ratas
dos oito diferentes grupos, 21 dias ap6s o nascimento das ninhadas. A ANOVA de
duas vias demonstrou interacdo entre os fatores dieta x tratamento [F(3,59)= 3,61,

P<0,05], influéncia da dieta somente [F(3,59)= 9,49; P<0,05] e do tratamento

somente [F(1,59)= 20,5; P<0,05]. O pdés-teste de Bonferroni indica que 0s grupos
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CAF/CAF + LOS e CAF/PAD + LOS apresentaram reducdo na concentracéo

plasmatica de leptina quando comparados aos grupos CAF/CAF e CAF/PAD

(P<0,05).
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Figura 42: Efeito da dieta de cafeteria sobre a concentracdo plasmatica de leptina 21
dias ap6s o nascimento das ninhadas das ratas dos grupos PAD/PAD (n=8), PAD/PAD+LQOS (n=9),
PAD/CAF (n=6), PAD/CAF+LOS (n=8), CAF/CAF (n=7), CAF/CAF+LOS (n=9), CAF/PAD (n=10) e
CAF/PAD+LOS (n=9). Valores expressos como média + E.P.M. ANOVA de 2 vias com péds-teste de
Bonferroni. * Diferencas significativas por efeito da dieta; # diferencas significativas por efeito do
Losartan (P<0,05).

4.2.9. Glicose, colesterol total e triglicerideos.

A figura 43 representa as concentracdes plasmaticas de glicose (A), de
colesterol total (B) e de triglicerideos (C) das ratas dos oito diferentes grupos, 21
dias apds o nascimento das ninhadas. A ANOVA de duas via mostrou que néo
houve diferencas significativas nas concentracées de glicose e de colesterol total
entre os grupos (P>0,05). Sobre as concentracfes de triglicerideos, o mesmo teste
indica interacdo entre os fatores dieta x tratamento [F(3,67)= 2,76; P<0,05].
Entretanto, ndo houve influéncia da dieta somente [F(3,47)= 1,43; P>0,05], nem
influéncia do tratamento somente [F(1,67)= 0,78; P>0,05]. O pos-teste de Bonferroni
indica diminuicdo da concentracéo plasmatica de triglicerideos no grupo CAF/CAF +
LOS em comparagéo ao grupo CAF/CAF (P<0,05).
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Figura 43: A- Efeito da dieta de cafeteria sobre a concentrag¢édo plasmatica de glicose 21
dias ap6s o nascimento das ninhadas das ratas dos grupos PAD/PAD (n=10), PAD/PAD+LOS (n=11),
PAD/CAF (n=11), PAD/CAF+LOS (n=9), CAF/CAF (n=10), CAF/CAF+LOS (n=10), CAF/PAD (n=10) e
CAF/PAD+LOS (n=11), B - Efeito da dieta de cafeteria sobre a concentracéo plasméatica de colesterol
total 21 dias apOs o nascimento das ninhadas das ratas dos grupos PAD/PAD (n=10), PAD/PAD+LOS
(n=11), PAD/CAF (n=11), PAD/CAF+LOS (n=9), CAF/CAF (n=10), CAF/CAF+LOS (n=10), CAF/PAD
(n=10) e CAF/PAD+LOS (n=11); C - Efeito da dieta de cafeteria sobre a concentragcdo plasmatica de
triglicerides 21 dias apdés o nascimento das ninhadas das ratas dos grupos PAD/PAD (n=8),
PAD/PAD+LOS (n=10), PAD/CAF (n=9), PAD/CAF+LOS (n=9), CAF/CAF (n=9), CAF/CAF+LOS
(n=9), CAF/PAD (n=10) e CAF/PAD+LOS (n=10). Valores expressos como meédia + E.P.M. ANOVA
de 2 vias com pés-teste de Bonferroni. * Diferencas significativas por efeito da dieta; # diferencas
significativas por efeito do Losartan (P<0,05).
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4.2.10. Angiotensina Il

A figura 44 representa as concentracfes plasmaticas de ang Il das ratas
dos oito diferentes grupos, 21 dias apds o nascimento das ninhadas. A ANOVA de
duas vias mostrou que nao houve interacdo entre os fatores dieta x tratamento
[F(3,64)= 1,94; P>0,05] e também nédo houve influéncia da dieta somente [F(3,64)=
0,30; P>0,05]. Entretanto, houve influéncia do tratamento somente [F(1,64)= 31,04,
P<0,05], demonstrando que o tratamento com Losartan produziu aumento nas

concentracfes plasmaticas de ang Il em todos os grupos.
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Figura 44: Efeito da dieta de cafeteria sobre a concentragcéo plasmética de ang Il 21 dias
apos o nascimento das ninhadas das ratas dos grupos PAD/PAD (n=9), PAD/PAD+LOS (n=8),
PAD/CAF (n=10), PAD/CAF+LOS (n=9), CAF/CAF (n=8), CAF/CAF+LOS (n=8), CAF/PAD (n=9) e
CAF/PAD+LOS (n=10). Valores expressos como média + E.P.M. ANOVA de 2 via com pds-teste de
Bonferroni. # Diferencas significativas por efeito do Losartan (P<0,05).

4.2.11. Prolactina

A figura 45 representa as concentracdes plasmaticas de prolactina das
ratas dos oito diferentes grupos, 21 dias apds o nascimento das ninhadas. A ANOVA
de duas vias mostrou que nado houve interacdo entre os fatores dieta x tratamento
[F(3,66)= 0,03; P>0,05] e ndo houve influéncia da dieta somente [F(3,66)= 0,72;

P>0,05]. Houve influéncia do tratamento somente [F(1,66)= 40,84; P<0,05],

75



demonstrando que a administracdo Losartan produziu redugdo nas concentragoes

plasmaticas prolactina em todos 0s grupos.
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Figura 45: Efeito da dieta de cafeteria sobre a concentracdo plasmatica de prolactina 21
dias ap6s o nascimento das ninhadas das ratas dos grupos PAD/PAD (n=9), PAD/PAD+LOS (n=10),
PAD/CAF (n=8), PAD/CAF+LOS (n=9), CAF/CAF (n=7), CAF/CAF+LOS (n=9), CAF/PAD (n=8) e
CAF/PAD+LOS (n=10). Valores expressos como média + E.P.M. ANOVA de 2 via com pos-teste de
Bonferroni. # Diferencas significativas por efeito do Losartan (P<0,05).

A andlise dos dados das proles foi iniciada com o desmame dos filhotes
das ratas dos grupos PAD/PAD +LOS, PAD/CAF +LOS, CAF/CAF+LOS e
CAF/PAD+LOS. Estes animais foram alimentados somente com racdo padréo

(consumo monitorado a cada 3 dias) e tiveram seu peso corporal aferido

semanalmente.

4.2.12. Peso corporal

A figura 46 representa o peso corporal dos descendentes das ratas dos
grupos PAD/PAD, PAD/PAD + LOS, PAD/CAF, PAD/CAF + LOS, CAF/CAF
CAF/CAF + LOS, CAF/PAD e CAF/PAD + LOS ao desmame (A) e aos 90 dias de
vida (B). A ANOVA de duas vias mostra que ao desmame houve interacdo entre os
fatores dieta materna x tratamento [F(3,72)= 3,64; P<0,05], houve influéncia da dieta

materna somente [F(3,72)= 14,74; P>0,05] e influéncia do tratamento somente
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[F(1,72)= 12,53; P>0,05]. O poGs-teste de Bonferroni indica que o tratamento com
Losartan preveniu 0 aumento de peso nos animais dos grupos CAF/CAF + LOS e
PAD/CAF + LOS em comparagao aos seus controles correspondentes (P<0,05). Aos
90 dias de vida, os mesmos testes estatisticos ndo apontam diferencas significativas

entre os diferentes grupos (P>0,05).
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Figura 46: Efeito da dieta materna sobre o peso corporal ao desmame (A) e aos 90 dias
de vida (B), dos descendentes das ratas dos PAD/PAD (n=10), PAD/PAD + LOS (n=10), PAD/CAF
(n=10), PAD/CAF + LOS (n=10), CAF/CAF (n=10), CAF/CAF + LOS (n=10), CAF/PAD (n=10) e
CAF/PAD + LOS (n=10). Valores expressos como média + E.P.M. Anova de 2 vias com pés-teste de
Bonferroni. * Diferencas significativas por efeito da dieta materna; # diferencas significativas por efeito
do Losartan (P<0,05).
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4.2.13. Consumo de racdo padrao total desde o desmame até a idade
adulta.

A figura 47 representa o consumo total de racdo padrdo dos
descendentes das ratas dos oito diferentes grupos A ANOVA de duas vias nao

mostra diferencas significativas no consumo total de racao padrao (P>0,05).
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Figura 47. Efeito da dieta materna sobre o consumo de racdo padrdo total por
animal, desde o desmame até os 90 dias de vida, dos descendentes dos grupos PAD/PAD (n=10),
PAD/PAD + LOS (n=10), PAD/CAF (n=10), PAD/CAF + LOS (n=10), CAF/CAF (n=10), CAF/CAF +
LOS (n=10), CAF/PAD (n=10) e CAF/PAD + LOS (n=10). Valores expressos como média + E.P.M.
Anova de 2 vias.

4.2.14. Gordura Abdominal

A figura 48 representa o peso do conteudo de gordura abdominal nos
descendentes das ratas dos oito diferentes grupos, quando adultos. A ANOVA de
duas vias mostra que houve interacdo entre os fatores dieta materna x tratamento
[F(3,72)= 3,34; P<0,05], influéncia da dieta materna somente [F(3,72)= 4,95; P<0,05]
e influéncia do tratamento somente [F(1,72)= 14,99; P<0,05]. O tratamento com
Losartan preveniu o acumulo de gordura abdominal nos grupos CAF/CAF + LOS e

PAD/CAF + LOS comparando-se aos seus controles correspondentes (P<0,05).
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Figura 48: Efeito da dieta materna sobre o acimulo de gordura abdominal nos
descendentes das ratas dos grupos PAD/PAD (n=10), PAD/PAD + LOS (n=10), PAD/CAF (n=10),
PAD/CAF + LOS (n=10), CAF/CAF (n=10), CAF/CAF + LOS (n=10), CAF/PAD (n=10) e CAF/PAD +
LOS (n=10). Valores expressos como meédia + E.P.M. Anova de 2 vias com de poés-teste de
Bonferroni. * Diferengas significativas por efeito da dieta materna; # diferencas significativas por
efeito do Losartan (P<0,05).

4.2.15. Insulina

A figura 49 representa a concentracao plasmatica de insulina de jejum em
machos descendentes das ratas dos oito diferentes grupos. A ANOVA de duas vias
mostra que ndo houve interacdo entre os fatores dieta materna x tratamento
[F(3,71)= 1,17;P>0,05]. Entretanto, houve influéncia da dieta materna somente
[F(3,71)= 3,21;P<0,05] e influéncia do tratamento somente [F(1,71)= 4,03;P< 0, 05].
O poés-teste de Bonferroni mostrou que houve reducdo na concentracdo de insulina

no grupo CAF/CAF + LOS comparado ao grupo CAF/CAF (P<0,05).
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Figura 49: Efeito da dieta materna sobre a concentracdo plasmatica de insulina nos
descendentes das ratas dos grupos PAD/PAD (n=10), PAD/PAD + LOS (n=10), PAD/CAF (n=9),
PAD/CAF + LOS (n=10), CAF/CAF (n=10), CAF/CAF + LOS (n=10), CAF/PAD (n=10) e CAF/PAD +
LOS (n=10). Valores expressos como meédia + E.P.M. Anova de 2 vias com de poés-teste de
Bonferroni. * Diferencgas significativas por efeito da dieta materna; # diferengas significativas por efeito
do Losartan (P<0,05).

4.2.16. Leptina

A figura 50 representa a concentracao plasmatica da leptina de jejum em
machos descendentes das ratas dos oito diferentes grupos. A ANOVA de duas vias
mostra interacdo dos fatores dieta materna x tratamento [F(3,62)= 3,16; P< 0, 05].
N&do houve influéncia da dieta materna somente [F(3,62)= 1,5; P> 0, 05], nem
influéncia do tratamento somente [F(1,62)= 1,5; P>0, 05]. O pés-teste de Bonferroni
mostra que o tratamento com Losartan preveniu o aumento na concentracdo
plasmatica de leptina nos animais do grupo CAF/CAF + LOS quando comparado ao

seu controle correspondente (P<0,05).
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Figura 50: Efeito da dieta materna sobre a concentracdo plasmatica de leptina nos
descendentes das ratas dos grupos PAD/PAD (n=10), PAD/PAD + LOS (n=10), PAD/CAF (n=7),
PAD/CAF + LOS (n=9), CAF/CAF (n=10), CAF/CAF + LOS (n=9), CAF/PAD (n=7) e CAF/PAD + LOS
(n=10). Valores expressos como média + E.P.M. Anova de 2 vias com de pos-teste de Bonferroni. *
Diferencas significativas por efeito da dieta materna; # diferengas significativas por efeito do Losartan
(P<0,05).

4.2.17. Glicose, colesterol total e triglicerideos

A figura 51 representa a concentracdo plasmatica de glicose (A),
colesterol total (B) e triglicerideos (C) de jejum, nos descendentes das ratas dos oito
diferentes grupos. A ANOVA de duas vias mostra que ndo houve diferencas
significativas nas concentracdes de glicose e de colesterol total entre os grupos
(P>0,05). O mesmo teste indica que houve interacdo entre os fatores dieta materna
X tratamento [F(3,65)= 2,84; P<0,05], houve influéncia da dieta materna somente
[F(3,65)= 4,95; P<0,05] e que ndo houve influéncia do tratamento somente [F(1,65)=
2,91; P>0,05]. O pos-teste de Bonferroni demonstrou que o tratamento com Losartan
preveniu 0 aumento da concentracdo plasmatica de triglicerideos nos grupos
CAF/CAF + LOS e PAD/CAF + LOS em comparacdo aos seus controles

correspondentes (P<0,05).
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Figura 51: A- Efeito da dieta materna sobre a concentracdo plasmatica de glicose nos
descendentes das ratas dos grupos PAD/PAD (n=10), PAD/PAD + LOS (n=9), PAD/CAF (n=10),
PAD/CAF + LOS (n=10), CAF/CAF (n=10), CAF/CAF + LOS (n=10), CAF/PAD (n=10) e CAF/PAD +
LOS (n=10); B- Efeito da dieta materna sobre a concentracdo plasmatica de colesterol total nos
descendentes das ratas dos grupos PAD/PAD (n=10), PAD/PAD + LOS (n=9), PAD/CAF (n=8),
PAD/CAF + LOS (n=10), CAF/CAF (n=10), CAF/CAF + LOS (n=10), CAF/PAD (n=10) e CAF/PAD +
LOS (n=9); C- Efeito da dieta materna sobre a concentracdo plasmética de triglicerideos nos
descendentes das ratas dos grupos PAD/PAD (n=10), PAD/PAD + LOS (n=8), PAD/CAF (n=9),
PAD/CAF + LOS (n=9), CAF/CAF (n=10), CAF/CAF + LOS (n=9), CAF/PAD (n=10) e CAF/PAD +
LOS (n=9).Valores expressos como média + E.P.M. Anova de 2 vias com de péds-teste de Bonferroni.
. * Diferengas significativas por efeito da dieta materna; # diferencas significativas por efeito do
Losartan (P<0,05).
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4.2.18. Angiotensina ll

A figura 52 representa a concentracdo plasmatica de ang Il nos
descendentes das ratas dos oito diferentes grupos. A ANOVA de duas vias mostra
gue n&o houve interagdo entre os fatores dieta materna x tratamento [F(3,70)= 0,27;
P>0,05] e também n&o houve influéncia da dieta materna somente [F(3,70)= 0,61;
P>0,05]. Entretanto, houve influéncia do tratamento somente [F(1,70)= 7,08; P<0,05],
resultando em reducéo na concentracdo de ang Il em todos 0s grupos cujas maes
foram tratadas com Losartan. O pés-teste de Bonferroni ndo aponta diferencas entre

os grupos (P>0,05).
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Figura 52: Efeito da dieta materna sobre a concentracdo plasmética de ang Il nos
descendentes das ratas dos grupos PAD/PAD (n=10), PAD/PAD + LOS (n=10), PAD/CAF (n=9),
PAD/CAF + LOS (n=9), CAF/CAF (n=10), CAF/CAF + LOS (n=9), CAF/PAD (n=10) e CAF/PAD +
LOS (n=10). Valores expressos como média + E.P.M. Anova de 2 vias com de pés-teste de
Bonferroni. # Diferencas significativas por efeito do Losartan (P<0.05).

4.2.19. Testosterona
A figura 53 representa a concentracdo plasmatica de testosterona nos
descendentes das ratas dos oito diferentes grupos. A ANOVA de duas vias mostra

gue nao houve interacdo entre os fatores dieta materna x tratamento [F(3,66)= 0,20;
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P>0,05]. Houve influéncia da dieta materna somente [F(3,66)= 4,54; P<0,05] e

influéncia do tratamento somente [F(1,66)= 45,47; P<0,05].
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Figura 53: Efeito da dieta materna sobre a concentracdo plasmatica de testosterona nos
descendentes das ratas dos grupos PAD/PAD (n=10), PAD/PAD + LOS (n=10), PAD/CAF (n=10),
PAD/CAF + LOS (n=9), CAF/CAF (n=10), CAF/CAF + LOS (n=9), CAF/PAD (n=7) e CAF/PAD + LOS
(n=9). Valores expressos como média = E.P.M. Anova de 2 vias com de pdés-teste de Bonferroni. *
Diferencas significativas por efeito da dieta materna; # diferencas significativas por efeito do Losartan
(P<0.05).

4.2. 20. Prolactina

A figura 54 representa a concentracdo plasmatica de PRL nos
descendentes das ratas dos oito diferentes grupos. A ANOVA de duas vias mostra
gue nao houve interacdo entre os fatores dieta materna x tratamento [F(3,69)= 0,26;
P>0,05], nem influéncia da dieta materna somente [F(3,69)= 0,64; P<0,05]. No
entanto, o tratamento com Losartan, nas maes, produziu redu¢éo nas concentracdes

plasmaticas de PRL nas proles de todos os grupos [F(1,60)= 20,12; P<0,05].
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Figura 54: Efeito da dieta materna sobre a concentragcdo plasmatica de prolactina nos
descendentes das ratas dos grupos PAD/PAD (n=9), PAD/PAD + LOS (n=10), PAD/CAF (n=10),
PAD/CAF + LOS (n=9), CAF/CAF (n=10), CAF/CAF + LOS (n=10), CAF/PAD (n=9) e CAF/PAD +
LOS (n=10). Valores expressos como média + E.P.M. Anova de 2 vias com de pos-teste de
Bonferroni. * Diferencas significativas por efeito do Losartan (P<0.05).

4.2. 21 Hormonio Foliculo-estimulante (FSH)

A figura 55 representa a concentragcdo plasmatica de FSH nos
descendentes das ratas dos oito diferentes grupos. A ANOVA de duas vias mostra
gue houve interacdo entre os fatores dieta materna x tratamento [F(3,70)= 6,62;
P<0,05], houve influéncia da dieta materna somente [F(3,70)= 12,11; P<0,05] e
influéncia do tratamento somente [F(1,70)= 143; P<0,05], o qual produziu reducao

nas concentracdes plasmaticas de FSH em todos os grupos.
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Figura 55: Efeito da dieta materna sobre a concentracdo plasmatica de FSH nos
descendentes das ratas dos grupos PAD/PAD (n=10), PAD/PAD + LOS (n=10), PAD/CAF (n=10),
PAD/CAF + LOS (n=9), CAF/CAF (n=10), CAF/CAF + LOS (n=10), CAF/PAD (n=9) e CAF/PAD +
LOS (n=10). Valores expressos como meédia + E.P.M. Anova de 2 vias com de poés-teste de
Bonferroni. * Diferencas significativas por efeito da dieta materna; # interacdo e diferencas
significativas por efeito do Losartan (P<0.05).

4.2.22. Comportamento sexual

A tabela 4 mostra as analises do comportamento sexual de ratos machos,
descendentes das ratas dos oito diferentes grupos. O tratamento com Losartan
promoveu reducdo nas laténcias de monta nos grupos PAD/PAD + LOS, PAD/CAF +
LOS e CAF/PAD + LOS; reducdo nas frequéncias de monta até a primeira
intromisséo nos grupos CAF/CAF + LOS e CAF/PAD + LOS; reducéo nas laténcias
de intromissdo em todos o0s grupos tratados e aumento das frequéncias de
intromissdo nos grupos PAD/CAF + LOS, CAF/CAF+LOS e CAF/PAD + LOS

(P<0,05).
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5. DISCUSSAO

Através de estudos realizados em humanos e em animais, a literatura tem
mostrado que a obesidade materna pode resultar em distirbios de fertilidade,
aumento do risco de complicagcbes na gestacdo e no parto, também podendo
produzir diversas consequéncias negativas sobre o desenvolvimento da prole. De
fato, descendentes de maes obesas muitas vezes apresentam um fenétipo alterado,
caracterizado por sindrome metabdlica, comportamento hiperfagico e obesidade,
ocorrendo tanto em humanos como em modelos animais (Nivoit et al., 2009; Zhang
et al, 2011). Além da obesidade materna prévia a gestacdo, o ganho de peso
corporal durante a gestacdo também tem sido apontado como fator de risco para o
desenvolvimento destas altera¢des (Oken et al, 2009; Zhang et al., 2011).

No presente experimento, o objetivo foi investigar a magnitude do impacto
produzido pelo consumo materno de dieta de cafeteria desde o desmame até a
prenhez, somente durante a prenhez e lactacdo, ou em todo o periodo desde o
desmame das ratas até o final do periodo de lactacdo, e, em seguida, 0s seus
efeitos sobre diferentes aspectos do desenvolvimento da prole. Nas maes, foi
avaliado o ganho de peso corporal durante o periodo pré-gestacional, o
comportamento sexual, 0 ganho de peso durante a gestacdo, o numero de filhotes
por ninhada, o peso das ninhadas ao nascimento, aos 10 dias de vida e no momento
do desmame (21 dias ap6s o nascimento), e também o comportamento maternal nos
primeiros 10 dias ap6s o nascimento dos filhotes. Ap6s o desmame dos filhotes,
foram avaliados, nas ratas, o peso corporal, o conteudo de gordura abdominal, as
concentracfes plasmaticas de insulina, leptina, glicose, triglicerideos, colesterol

total, prolactina e de angiotensina Il. Nos filhotes machos foram avaliados o
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desenvolvimento corporal e a ingestao alimentar até os 90 dias de vida, momento
em que foi avaliada a fungao reprodutiva por meio do teste de comportamento
sexual. Na manha seguinte ao teste comportamental, os animais foram sacrificados,
e foram analisados o peso corporal, o conteddo de gordura abdominal, as
concentracbes plasméaticas de glicose, triglicerideos, colesterol total, de insulina,
leptina, angiotensina 1l e de hormoénios envolvidos no processo reprodutivo
(prolactina, testosterona e hormdnio foliculo-estimulante- FSH).

Com relacdo as maes, devemos ressaltar que o modelo de dieta de
cafeteria utilizado neste trabalho mostrou-se eficiente na inducdo de obesidade,
conforme previamente descrito (Prada et al., 2005; Kretschmer et al., 2005; Sampey
et al., 2011). Tendo partido de pesos corporais iguais no momento do desmame, foi
observado que, ao final de 10 semanas de administracdo de dieta de cafeteria, as
ratas do grupo CAF apresentaram peso corporal superior em relacdo ao grupo PAD
(controle).

Ao analisarmos a receptividade sexual, examinada através do quociente
de lordose, ndo foram observadas diferencas entre os grupos. Estes dados estédo de
acordo com achados prévios obtidos em nosso laboratério (Sagae et al.,, 2012),
indicando que este aspecto do processo reprodutivo parece ndo ser afetado pelo
consumo de CAF.

Na avaliacdo do ganho de peso corporal durante a gestacdo, observamos
gue as ratas que passaram a receber dieta de cafeteria (grupo PAD/CAF) a partir do
primeiro dia de gestacdo apresentaram um maior percentual no ganho de peso
corporal. Deste modo, ao final de 21 dias de gestacdo este grupo apresentou peso
corporal semelhante ao grupo CAF/CAF (caracterizado pelo consumo de dieta de

cafeteria desde o seu desmame até o final da lactacdo) indicando que a
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administracdo desta dieta por um periodo de trés semanas foi capaz de aumentar
significativamente o peso corporal durante a gestagdo. De modo inverso,
observamos que o grupo em que foi suspensa a administracdo de dieta de cafeteria
a partir do primeiro dia de gestacao (grupo CAF/PAD) nao apresentou uma evolucao
de peso corporal estatisticamente diferente dos demais grupos, porém, ao final de
21 dias, o peso corporal mostrou-se semelhante ao grupo PAD/PAD, e menor
guando comparado aos grupos CAF/CAF e PAD/CAF.

O numero de concepc¢bes nao foi modificado pela dieta de cafeteria, de
forma semelhante ao observado por outros autores, em ratas alimentadas com dieta
hiperlipidica (High-fat diet, HFD) (Purcell et al., 2011). Por um lado, fémeas obesas
tendem a apresentar aumento no numero de filhotes por ninhada (Nivoit et al.,
2009), e, por outro, hd uma reducdo no numero de odcitos (Sagae et al., 2012).
Porém, as ninhadas das ratas que consumiram a dieta no periodo pré-gestacional +
prenhez + lactacdo (CAF/CAF) e das que a consumiram somente durante a prenhez
+ lactacdo (PAD/CAF) exibiram aumento de peso corporal no primeiro dia pos-natal
(DPN 1), quando comparadas aos demais grupos (CAF/PAD e PAD/PAD). Estes
dados apontam a influéncia da obesidade e da alimentacdo materna durante o
periodo gestacional e na lactacdo para a determinacdo de um alto peso ao
nascimento, confirmando a “hipotese da sobrenutricdo fetal” sugerida por Nivoit e
colaboradores (2009), que associa 0 alto peso ao nascimento ao aumento da oferta
de nutrientes no ambiente intrauterino. Embora normoglicémicas, as ratas destes
grupos (PAD/CAF e CAF/CAF) exibiram um quadro de hiperinsulinemia (observado
21 dias apdés o nascimento dos filhotes), indicando uma possivel resposta
compensatoria da insulina frente a sobrecarga de glicose, lipideos e carboidratos

ingeridos com a dieta de cafeteria (Prada et al., 2005); ainda, que a administracéo
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da dieta no inicio da gestacdo produziu um importante efeito agudo sobre a
concentragdo de insulina, de modo que o grupo PAD/CAF apresentou a maior
concentragéo deste hormdnio. Embora n&o tenhamos avaliado as concentragdes de
glicose e insulina durante a prenhez e lactacdo, ndo podemos descartar a instalacao
de um quadro de diabetes gestacional durante esse periodo, especialmente no
grupo CAF/CAF. Sabe-se que o0 aumento das concentraces de glicose e lipideos na
mae estimula o pancreas fetal a secretar quantidades exageradas de insulina, e o
figado fetal a produzir niveis mais elevados de fatores de crescimento semelhantes
a insulina (IGFs). A hiperinsulinemia fetal, por sua vez, estimula o crescimento de
tecido adiposo no feto e de outros tecidos sensiveis a insulina, frequentemente
induzindo a macrossomia (Catalano et al., 2003; Simmons et al., 2008). E
interessante observarmos que as ninhadas do grupo CAF/PAD néao apresentaram
aumento de peso ao nascimento, embora as maes tenham iniciado o periodo
gestacional com peso corporal aumentado. Em associacdo a estes achados,
observamos que as concentracdes plasmaticas de insulina e de leptina estavam
estatisticamente semelhantes ao grupo PAD/PAD (controle) no momento do
desmame dos filhotes. Esses dados indicam que a administracdo de dieta de
cafeteria durante a gestacao tem um efeito importante sobre o metabolismo materno
e consequentemente sobre o desenvolvimento fetal, bem como, que a suspenséao
desta dieta a partir do inicio da gestacdo pode reverter o quadro de obesidade
materna ao longo da gestacdo e também prevenir o alto peso da prole ao
nascimento.

O aumento do peso corporal nas ninhadas dos grupos CAF/CAF e
PAD/CAF tornou-se ainda mais evidente no décimo dia pés-natal (DPN 10), quando

comparados aos demais grupos. Neste momento, devemos considerar dois pontos
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importantes. O primeiro deles é que, uma vez apresentando um alto peso ao
nascimento, h& forte tendéncia deste sobrepeso persistir durante a infancia e a idade
adulta em humanos, podendo, até mesmo, conduzir a um quadro de obesidade
(Simmons, 2008), e 0 mesmo tem sido observado em estudos em animais (Nivoit et
al., 2009). O segundo ponto refere-se aos resultados obtidos no registro do
comportamento maternal, cujo objetivo foi verificar as influéncias das caracteristicas
do ambiente neonatal como fator predisponente ao desenvolvimento de obesidade
na prole. Foi observado que as ratas dos grupos CAF/CAF e PAD/CAF (cujos
filhotes apresentaram aumento de peso corporal) exibiram aumento significativo no
cuidado maternal, representado através do aumento das frequéncias de
amamentacao, de lambidas e consequente aumento na frequéncia de permanéncia
no ninho, ao longo de 10 dias de registro, quando comparados aos grupos PAD/PAD
e CAF/PAD. Isso causaria um aumento na oferta de alimento (leite materno), o que
poderia justificar o ganho de peso nos filhotes durante esse estagio.

N&o havendo modificacbes nas concentracdes de PRL, 0 que poderia ser
um indicador hormonal do comportamento maternal, uma possivel explicacdo para o
aumento do cuidado maternal nestas ratas pode ser dada por meio da sinalizacao
hipotalamica exercida pela leptina como marcador do estado metabdlico (Ahima et
al., 1996). Desta forma, a leptina secretada pelos adipdcitos, e cuja concentracao
sérica esta aumentada nestes grupos, poderia estar agindo diretamente sobre a
area pré-optica medial (APOM), uma importante area reguladora do comportamento
maternal (Numan, 2006), pois, de fato, h&a receptores de leptina nesta area (Mercer,
1996; Scott et al.,, 2009). No presente estudo, sugerimos a hipotese de que a
hiperleptinemia agiria nesta area, e que a “sinalizagao” de um ambiente rico em

energia poderia representar um fator estimulador do cuidado materno.
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Porém, considerando que a amamentacdo € um ato tipicamente reflexo,
envolvendo uma postura arqueada que € iniciada pelos filhotes quando estes estédo
presos aos mamilos (Stern & Johnson, 1990), é plausivel considerarmos que o
aumento da frequéncia de amamentacdo seja um efeito produzido pelos préprios
filhotes. Tal efeito poderia ser em decorréncia de um possivel aumento da
palatabilidade do leite materno, aumentando a procura dos filhotes pelo leite, ou, até
mesmo, da existéncia de um padrdo hiperfagico nestes filhotes. Para confirmarmos
esta hipétese, no entanto, seria necesséaria a realizacdo de um teste de ingestédo
alimentar independente nos filhotes, em que os ratos lactentes sdo separados da
méae e colocados em incubadora. A ingestdo alimentar € estimada por meio da
analise do peso corporal antes e apdés 30 minutos decorridos da exposi¢cdo dos
filhotes a um pedaco de papel-filtro embebido em leite (Blumberg et al., 2006). De
gualquer forma, a lactacdo em si desempenha um papel critico no desenvolvimento
corporal da prole, ja que nas primeiras semanas de vida o leite € o alimento
exclusivo do neonato (Drewet et al., 1974). Além do tempo que a mae disponibiliza
para amamentar, € importante considerarmos a composi¢cao nutricional do leite
materno. Ao analisar a composicao do leite de ratas com obesidade induzida pela
dieta de cafeteria, ou que a receberam durante a prenhez e lactacao, foi observado
um aumento no conteudo de gordura, proteina e contetdo calérico bruto, diminuicéo
do conteudo de agua, ndo havendo diferenca no conteudo de acucares (Rolls &
Gurr, 1986) guando comparados a animais que foram alimentados com racéo
padrdo durante a prenhez e lactacdo. E importante, ainda, considerarmos que no
modelo de dieta de cafeteria aplicado neste trabalho, também foi ofertado o
refrigerante, o que poderia contribuir sensivelmente para um aumento do contetdo

de acucares no leite materno. De um modo geral, esses achados sugerem a
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influéncia da dieta materna sobre a composicao do leite ofertado a prole, indicando
gue este também poderia ser um importante aspecto contribuinte para o ganho de
peso corporal precocemente observado nos descendentes de maes que ingeriram a
dieta de cafeteria durante o periodo de lactacdo. Deste modo, seria bastante
oportuna a insergdo de um grupo experimental caracterizado pelo consumo de dieta
de cafeteria somente durante a lactacéo.

Além disto, em associacdo ao aumento da frequéncia de amamentacao
foi observado um aumento na frequéncia do comportamento de lambidas nas ratas
gue receberam dieta de cafeteria durante a lactacdo. Ao considerarmos que O
comportamento de lamber o corpo do filhote € um comportamento motivado e que
depende da acado hormonal sobre a APOM (Stern, 1997), julgamos necessaria uma
melhor investigacdo acerca dos possiveis efeitos deste modelo de dieta sobre a
estimulacdo desta area, a exemplo de uma possivel acdo direta da leptina, conforme
sugerimos anteriormente.

Logo apds o desmame dos filhotes, observamos que as maes dos grupos
CAF/CAF e PAD/CAF exibiram aumento do peso corporal, do conteudo de gordura
abdominal e das concentracfes plasmaticas de insulina, leptina e triglicerideos.
Esses achados estdo de acordo com a literatura (Prada et al., 2005; Kretschmer et
al., 2005; Sampey et al., 2011), demonstrando que a dieta de cafeteria € um modelo
experimental animal confiavel para a inducdo da obesidade e suas respectivas
alteracdes endocrinas e metabdlicas. Neste estudo, os animais dos grupos
CAF/CAF e PAD/CAF exibiram hiperinsulinemia de jejum, conforme demonstrado
em trabalhos prévios que apontam que a obesidade promove a resisténcia a insulina
em modelos experimentais animais (Prada et al., 2005), assim como em humanos

(Chopra et al., 2002). Os animais destes grupos apresentaram-se normoglicémicos,
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certamente em resposta ao aumento compensatorio de insulina observado neste
trabalho e em outros (Prada et al., 2005, Martins et al., 2008). Além disso, o
aumento do conteudo plasmatico de leptina € um importante indicador do aumento
de gordura abdominal, por se tratar de um hormonio secretado pelo tecido adiposo e
gue atua na sinalizacdo hipotalamica sobre o estoque energético, de modo que sua
concentracdo plasmatica € diretamente proporcional ao conteudo de gordura
abdominal (Zhang et al., 1994; Ehrhardt et al., 2001; Levin, 2004). Em associagao a
estes achados, observamos que nédo houve modifica¢cdes no contetdo plasmatico de
colesterol total nos grupos CAF/CAF e PAD/CAF. Sagae e colaboradores (2013)
também observaram que ndo ha alteracdo no contetdo de colesterol total apos 10
semanas de administracdo de dieta de cafeteria, embora tenham sido observados
reducédo do conteudo de colesterol HDL e aumento do colesterol LDL. Entretanto,
estes mesmos grupos (CAF/CAF e PAD/CAF) exibiram hipertrigliceridemia. Como o
aumento sérico dos triglicerideos é resultante do excesso de calorias, especialmente
oriundas da ingestado de carboidratos (Grundy, 1998), o aumento do seu conteudo
observado nestes grupos também é indicador dos efeitos da dieta de cafeteria sobre
0 metabolismo energético.

Damos especial atencdo ao aumento do conteudo plasmatico de ang Il
observado nas ratas dos grupos CAF/CAF e PAD/CAF, acima descritos. Este
achado é particularmente importante, uma vez que nao esta associado aos efeitos
classicamente associados a este peptideo, como reducdo da pressédo arterial e do
contetdo de sodio dos fluidos corporais (Reid et al., 1978; Saavedra, 1992; Dzau &
Re, 1994; Beevers et al.,, 2001; Ferrario, 2006). Este achado confirma as
observacfes de trabalhos prévios que apontam que o tecido adiposo, que € um

orgao enddcrino ativo que produz diversos horménios, também produz e secreta ang
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I, de modo que os componentes do RAS estdo aumentados no plasma de
individuos obesos (Licata et al., 1994; Unemura et al., 1997; Goodfreind et al., 1999;
Engeli et al.,, 2005), sugerindo ainda a sua participacdo no desencadeamento de
diversas desordens relacionadas a obesidade, como hipertensdo, aterosclerose
(Carlson et al., 2000; Mundy et al., 2007), resisténcia a insulina e DM2 (Goossens et
al., 2003; Henriksen 2007; Leung, 2007; Olivares-Reyes et al., 2009). De fato, no
presente trabalho, observamos uma correlacdo fortemente positiva entre o contetdo
de gordura abdominal e a concentracéo sérica de ang |l.

Em contrapartida, as ratas que tiveram suspensa a administracao de dieta
de cafeteria a partir do primeiro dia de gestacdo (grupo CAF/PAD) exibiram um perfil
endocrino e metabdlico semelhante ao grupo PAD/PAD (controle). Conforme
trabalho de Goularte e colaboradores (2012), ratas que receberam dieta de cafeteria
durante 26 semanas exibiram perda de peso, de gordura abdominal e o retorno das
concentragcfes plasmaticas de insulina a niveis semelhantes aos animais controle
apos oito semanas de interrup¢cao do consumo da dieta. Estes dados indicam que as
modificacdes enddcrinas e metabodlicas induzidas pelo consumo da dieta de
cafeteria podem ser plenamente revertidas apds algumas semanas de consumo
exclusivo de racao padréo. No presente trabalho, essa reversao pode ser observada
em cerca de seis semanas, periodo iniciado no primeiro dia de gestacdo e que se
estendeu até o desmame das ninhadas.

Com relacdo aos desfechos observados na prole, é importante
salientarmos que a prole oriunda de cada grupo experimental consumiu apenas
agua e racao padrao ad libitum desde o desmame até a idade adulta, de modo que a

administracdo de dieta de cafeteria restringiu-se as maes.
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No vigésimo primeiro dia pos-natal (DPN 21), as ninhadas foram
desmamadas e o peso corporal manteve-se aumentado nos filhotes dos grupos
CAF/CAF e PAD/CAF; porém, essas diferencas desapareceram nas duas semanas
seguintes, de modo que, aos 90 dias, ndo houve diferenca de peso corporal entre os
guatro grupos analisados. Entretanto, quando adultos, os descendentes das maes
do grupo CAF/CAF exibiram aumento significativo no conteddo de gordura
abdominal, nas concentracbes plasmaticas de insulina, leptina e triglicerideos, ao
passo que os descendentes das méaes dos grupos PAD/CAF apresentaram aumento
na concentracdo plasmatica de triglicerideos de forma semelhante ao grupo
CAF/CAF, seguido de discreta elevacdo no contetudo plasmatico de insulina e de
gordura abdominal, porém nédo de forma semelhante ao grupo CAF/CAF e também
nao de forma significativamente diferente em relacdo aos demais grupos (PAD/PAD
e CAF/PAD). Esses dados demonstram que a administracédo de dieta de cafeteria as
maes apenas no periodo de gestacéo + lactacdo (PAD/CAF) ndo produziu 0 mesmo
impacto a longo prazo sobre a prole comparando-se ao grupo que recebia a dieta no
periodo pré-gestacional + prenhez + lactacdo (CAF/CAF), diferentemente de estudos
gue demonstram que a ingestdo de dieta hiperlipidica (HFD) somente durante a
prenhez + lactacdo exerce efeitos sobre a prole de modo semelhante as maes que ja
ingeriam essa dieta antes da concepcao (Howie et al., 2009). Sobre este aspecto,
devemos considerar que o inicio da gestacdo nas ratas do grupo CAF/CAF poderia
ter sido caracterizado por um estado fisiologico ja alterado, influenciando o
desenvolvimento fetal a partir da concepcdo. Embora tenhamos observado um
importante efeito da administracdo de dieta de cafeteria a partir do inicio da
gestacdo + lactacdo (grupo PAD/CAF) sobre os desfechos metabdlicos das maes,

esses efeitos aparentemente ndo representaram um impacto tao significativo sobre a
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prole em relacdo a maioria dos parametros avaliados em longo prazo, indicando que
as condicbes do ambiente intrauterino e/ou do ambiente neonatal ndo séao
determinantes exclusivos para o desenvolvimento de obesidade e sindrome
metabdlica na prole, pelo menos neste modelo animal. Deste modo, fica nitida a
relevancia do tempo e do periodo da reproducdo ao qual a dieta de cafeteria é
administrada como condi¢cédo essencial para estabelecer alteragbes de longo prazo
sobre a prole, ou seja, a magnitude do impacto produzido sobre a prole €, em alguns
aspectos, proporcional ao tempo que a mae ingeriu esta dieta. De um modo geral,
podemos dizer que os efeitos observados até aqui na prole das ratas do grupo
PAD/CAF nao sao de carater estavel, embora estas ninhadas tenham apresentado
um alto peso ao nascimento, de modo semelhante a prole do grupo CAF/CAF.

Neste ponto, propomos que, em adicdo as alteracbes no ambiente
intrauterino e/ou no ambiente neonatal, ha outra origem epigenética possivelmente
responsavel pelas alteracbes de longo prazo observadas na prole do grupo
CAF/CAF. Em trabalho realizado por Ng e colaboradores (2010), a administracao
cronica de dieta hiperlipidica em ratos machos repercutiu em alteracdes nas células
B-pancreaticas em suas descendentes (fémeas adultas, alimentadas com racéo
padrdo) e consequente alteracdo na secrecdo de insulina frente ao teste de
tolerancia a glicose. Ao buscarem as bases moleculares desses fenébmenos, o0s
autores encontraram modificacbes na expressdao de 77 genes envolvidos na
morfologia e na funcdo pancreéatica nestas fémeas, assinalando modificacdes
epigenéticas transmitidas pelos gametas dos pais alimentados com HFD. Estas
mudancas epigenéticas desempenham um importante papel na funcédo celular,
fazendo com que estas células apresentem caracteristicas estaveis diferentes

apesar de conterem o mesmo material gendémico.
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Embora no presente estudo tenha sido adotado um modelo experimental
diferente, pode-se sugerir que os descendentes das maes do grupo CAF/CAF teriam
herdado uma “suscetibilidade” ao desenvolvimento de obesidade e sindrome
metabdlica, a qual foi fortemente favorecida frente as condicdes ambientais, tais
como o aumento do cuidado materno acrescido da oferta de leite rico em gordura e
carboidratos. De fato, os descendentes das ratas do grupo CAF/CAF apresentaram
aumento no contetdo de gordura abdominal, nas concentracdes plasmaticas de
insulina, de leptina e de triglicerideos quando adultos, embora tenham consumido
apenas racao padrdo apds o desmame.

Com os resultados do presente trabalho, devemos considerar a relevancia
tanto de um estado metabdlico materno prévio a concepcao quanto de modificagdes
metabolicas induzidas pela dieta a partir da gestacdo (modificando, por seu turno, o
ambiente intrauterino e neonatal) sobre o desenvolvimento da prole. Ao que nossos
resultados indicam, a soma destes fatores exerce um maior impacto sobre o0s
desfechos avaliados na prole, conforme observado no grupo CAF/CAF. Ainda, ao
compararmos os efeitos nos grupos PAD/CAF e CAF/PAD, podemos dizer que a
administracdo da dieta de cafeteria durante a gestacdo exerce um impacto mais
consideravel em curto prazo. A auséncia de modificacdes enddcrinas e metabdlicas
observadas na prole do grupo CAF/PAD pode nos indicar que a interrup¢cdo no
consumo da dieta de cafeteria a partir da concepcao € uma abordagem passivel de
prevenir o desencadeamento das alteracdes sobre a prole, muito embora a mae
possa estar apresentando um quadro de sobrepeso e/ou obesidade no momento da
concepcao. Contudo, ndo sabemos se a exposicdo da prole destas ratas a este
modelo de dieta, apdés o desmame, ndo poderia desencadear uma resposta

enddcrina e metabdlica exacerbada em comparacdo aos descendentes do grupo
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controle. De qualquer forma, neste caso, podemos sugerir que a ndo exposicao da
prole a fatores ambientais obesogénicos apds a concep¢do € importante ao
favorecer um desenvolvimento saudavel nestes animais, a0 menos no que se refere
ao desenvolvimento de obesidade e resisténcia a insulina.

Com os resultados do presente estudo, ndo conseguimos distinguir
claramente as influéncias do ambiente intrauterino versus as influéncias do ambiente
neonatal sobre o desenvolvimento da prole. E importante observarmos que a
administracdo da dieta de cafeteria no periodo de prenhez + lactacdo esta associada
as alterac6es de comportamento maternal; porém, ndo podemos estabelecer uma
relacéo causal entre as modificacdes no comportamento materno e as alteracées no
desenvolvimento da prole. Uma ferramenta apropriada para melhor diferenciarmos
os fatores maternos dos fatores ambientais sobre o desenvolvimento da prole seria 0
modelo de cross-fostering (de Souza et al., 2012), caracterizado pela remocao dos
filhotes dos seus progenitores bioldgicos, passando a ser criados por substitutos.
Desta forma, podem-se avaliar os diferentes impactos de origem genética,
epigenética, ou ambiental. Outra proposta viavel seria a inclusdo de pelo menos
mais dois grupos experimentais: um que recebesse dieta de cafeteria somente
durante a prenhez, e outro que a recebesse somente durante a lactacao.

Em continuidade a analise dos resultados obtidos nos descendentes das
ratas do grupo CAF/CAF, observou-se um aumento no contelddo de gordura
abdominal, embora este achado ndo tenha sido acompanhado por elevagédo no peso
corporal ao ser comparado aos demais grupos. Ao avaliarmos a ingestao alimentar
da prole, ndo foi observado aumento no consumo de racao padrdo do desmame até
a idade adulta nos diferentes grupos, que pudesse justificar o aumento de gordura

abdominal observado nestes animais. De forma semelhante aos nossos achados,
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Howie e colaboradores (2009) também observaram que os descendentes (adultos)
de méaes obesas nao exibiram alteracbes no consumo de racdo padréo,
apresentando aumento no consumo alimentar apenas quando eram expostos a
alimentos hiperpalataveis, comparando-se a prole de maes ndo obesas.

Ao verificar-se que ndo ha um padrdo hiperfagico nestes animais,
consideramos a possibilidade de um desequilibrio no balanco energético, o qual
apresentaria uma menor eficiéncia no gasto energético e consequente acumulo de
gordura abdominal. Neste aspecto, inferimos a hipotese da “programacgao
metabdlica”, processo pelo qual fatores atuantes nos estagios iniciais da vida
produzem adaptacdes fisiolégicas de carater estavel (Armitage et al., 2004),
podendo ser desencadeada pela exposicao fetal e neonatal a um ambiente rico em
gorduras e carboidratos (Parsons et al.,, 2001; Chen et al.,, 2008). De fato, ha
evidéncias convincentes de que, em varias espécies de mamiferos, um fendtipo
obeso ou com sobrepeso durante a gestacao e lactacdo esta associado a alteracdes
nas funcdes metabdlicas, enddcrinas e homeostaticas da prole (Barker et al., 2002;
Ehernberg et al., 2002; Samuelsson et al., 2008), incluindo hiperinsulinemia e
hiperleptinemia, independentemente da dieta recebida no periodo pés-natal (Howie
et al., 2009). Sem duavida, os resultados obtidos no presente estudo reproduzem de
forma bastante aproximada os achados dos estudos citados anteriormente. Todavia,
0os mecanismos mediadores da “programacao” da obesidade e da sindrome
metabodlica ainda sdo pouco conhecidos. Diferentes autores tém examinado a
participacdo da leptina na sinalizacdo do eixo hipotalamico-hipofisario-tireocideo
(HHT) em ratos sobrenutridos durante o periodo de lactagcdo. Os horménios
tireoideanos estimulam o gasto energético através da termogénese, e sabe-se que a

leptina apresenta um papel estimulador da funcéo tireoideana, principalmente por
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aumentar a expressdo de TRH (horménio liberador de tireotrofina) no hipotalamo
(Rodrigues et al, 2009), por exercer acao direta sobre a hipdfise liberando TSH
(horménio tireocestimulante) (Jin et al.,, 2000; Sone et al., 2001), ou ainda
indiretamente via acées no ndcleo arqueado (ARQ) do hipotalamo (Martin et al.,
2006), porém, as acdes diretas sobre a tiredide ainda sao controversas (de Oliveira
et al.,, 2007). Distarbios na funcdo da tireoide frequentemente resultam em
importantes mudancas no gasto energético, e podem ter como consequéncia o
aumento do peso corporal (Rodrigues et al., 2009). Embora nao tenha sido avaliada
a funcao tireoideana, além do aumento da leptina plasmatica observada nos
descendentes do grupo CAF/CAF, poderiamos considerar a possibilidade da
instalacdo de uma resisténcia central a leptina, justificando uma reduzida sinalizacéao
do status metabdlico deste organismo e, consequentemente, um menor estimulo ao
gasto energético. Em suporte aos achados do presente estudo, Férezou-Viala e
colaboradores (2007) demonstraram que machos descendentes de ratas
alimentadas com dieta hiperlipidica no periodo perigestacional apresentaram
resisténcia hipotalamica a leptina sem aumento significativo no peso corporal,
independentemente da dieta recebida apds o desmame.

Embora os descendentes do grupo CAF/CAF nédo estejam obesos
fenotipicamente, a deposicdo aumentada de gordura abdominal parece ser o fator-
chave responsavel pelas diversas alteracdes observadas na idade adulta, como o
aumento na concentracdo de leptina e de insulina plasmaticas. Os niveis de leptina
estdo diretamente relacionados ao conteudo de tecido adiposo (Levin et al., 2004), e
os niveis de insulina evidenciam a forte relacédo existente entre o aumento do tecido
adiposo e o desenvolvimento de resisténcia a insulina e DM2 (Sims et al., 1973;

Freidenberg et al., 1988; Garcia-Diaz et al., 2011). Isso foi demonstrado, no presente
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trabalho, através dos testes de correlacdo, os quais mostraram uma forte correlagéo
positiva entre tecido adiposo e niveis plasmaticos de insulina. Este aumento de
insulina plasmética poderia estar indicando uma reducéo na sensibilidade a insulina,
uma vez que uma hiperinsulinemia compensatoria se apresenta, na maioria das
situacdes, de modo prévio a resisténcia insulinica (Carvalho-Filho et al., 2007).

E interessante observar que n&o houve alteracdo nas concentracbes de
ang Il na prole do grupo CAF/CAF, ndo havendo correlagdo significativa com o
aumento de gordura abdominal. Este resultado contrapde ndo s6 os estudos que
associam o aumento do contetdo plasmatico dos componentes do SRA ao aumento
do tecido adiposo (Licata et al., 1994; Unemura et al., 1997; Goodfreind et al., 1999;
Engeli et al., 2005), como também os dados que encontrados nas maes, no presente
estudo. E importante observar que a prole do grupo CAF/CAF ndo esta
fenotipicamente obesa, pois ndo apresenta aumento de peso corporal, a despeito de
um maior depédsito de gordura abdominal. O estudo de Engeli e colaboradores
(2000) demonstrou que o angiotensinogénio derivado do tecido adiposo corresponde
a menos de 20% da sua concentracdo plasmatica. Desta forma, € possivel que a
ampla expressdo do SRA comumente observada em individuos obesos seja
dependente de uma maior quantidade de tecido adiposo. Neste sentido, as
alteracdoes observadas na prole do grupo CAF/CAF ndo estariam associadas a
distarbios no SRA.

O teste de comportamento sexual foi realizado na prole com o objetivo de
investigar os efeitos das alteracbes metabdlicas sobre parametros reprodutivos em
machos e, ainda, se o comprometimento da funcao reprodutiva estaria relacionado a
modificacdes precoces como as variagdes no ambiente intrauterino decorrentes do

consumo alimentar materno. Sabe-se que a integridade do eixo hipofiséario-

103



hipotalamico-gonadal (HHG) é crucial na funcéo do sistema reprodutivo e também
no comportamento sexual (Naftolin, 1981; Nelson, 1995). De fato, as proles dos
grupos CAF/CAF, PAD/CAF e CAF/PAD apresentaram modificacbes no
comportamento sexual, como aumento na laténcia de intromissdo e reducdo nas
frequéncias de intromissdo. Estes achados foram acompanhados por reducdes
significativas nas concentracbes plasmaticas de testosterona e FSH, quando
comparados ao grupo PAD/PAD. Curiosamente, as modificagdes comportamentais e
hormonais foram instauradas com a mesma magnitude, ndo havendo diferencas
significativas entre CAF/CAF, PAD/CAF e CAF/PAD, embora tenhamos observado
aumento de gordura abdominal, de insulina e leptina plasmaticas somente no grupo
CAF/CAF. Portanto, neste caso, nao podemos atribuir as alteracbes endocrinas e
metabolicas associadas ao aumento da adiposidade como fator determinante
exclusivo dos disturbios de fertilidade, conforme descrito em diferentes trabalhos
(Landry et al., 2012; Palmer et al.,, 2012; Michalakis et al., 2013). A reducédo da
testosterona na prole dos diferentes grupos pode indicar que o estado metabdlico da
mae tanto na concepc¢ao quanto durante o desenvolvimento fetal pode influenciar o
desenvolvimento gonadal e/ou a esteroidogénese. No entanto, a reducdo da
testosterona foi acompanhada por uma reducdo do FSH. Ndo havendo o classico
mecanismo de feedback negativo caracteristico deste sistema de regulacao
hormonal (Ganong, 1993), este resultado sugere um possivel defeito central na
regulacdo do eixo reprodutivo. Uma hipotese que potencialmente explicaria um
mecanismo para este fenbmeno seria a acdo da insulina materna, possivelmente
aumentada tanto durante os primeiros estagios embrionarios (grupo CAF/PAD)
como em estagios mais avancados do desenvolvimento fetal (grupo PAD/CAF).

Este aumento poderia produzir uma downregulation de receptores centrais para
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insulina, especificamente nos neurdnios GnRH dos embrides/fetos. O
desenvolvimento de uma cultura de células hipotalamicas serviu de ferramenta para
observar que neurdnios que expressam GnRH também expressam receptores para
insulina, e que a insulina induz a rapida estimulacdo da expressdo de GnRH por
estimulacéo dos genes c-fos e EGR-1 (Salvi et al., 2006). Camundongos com 95%
de delecdo dos receptores centrais para insulina apresentam, entre outros efeitos,
disturbios de fertilidade devido a reducéo da secrecdo de LH (Brunning et al., 2000).
Para testar a integridade da funcionalidade hipofisaria destes animais, Brunning e
colaboradores (2000) aplicaram injecédo intraperitoneal de Lupron (agonista do
receptor GnRH), e foi observado aumento da secrecédo de LH. Este dado aponta a
importancia da integridade dos receptores centrais de insulina para a regulacéo do
eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal.

Embora a PRL participe do processo reprodutivo em machos (Freeman,
2000; Kokay et al., 2011), a concentracdo plasmatica de PRL néo foi modificada
entre 0s grupos, indicando que a dieta materna parece nao interferir na sintese e
liberacdo deste horménio, ou ainda, que a dieta materna nao influencia a maturacao
dos lactotrofos e dos sistemas de regulacéo se secrecdo de PRL, diferentemente do
gue parece ocorrer em outras areas encefalicas envolvidas no controle da
reproducdo, conforme discutido. Desta forma, as modificacdes reprodutivas
observadas neste modelo experimental ndo estabelecem relacdo com modificacbes
na regulacao da PRL.

Embora ndo tenhamos conseguido determinar com precisdo a origem
destas alteracdes, este conjunto de resultados demonstra que 0 consumo materno
de dieta de cafeteria pode afetar a secrecdo dos horménios reprodutivos da prole

independentemente do tempo de administracdo e do periodo da reproducao ao qual
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a mae foi exposta a dieta, podendo indicar que a regulacdo e o desenvolvimento do
eixo enddcrino reprodutivo é consideravelmente mais sensivel aos efeitos da dieta
materna em comparacdo a outros sistemas fisiolégicos, como por exemplo, o
sistema de regulacdo do balanco energético. Ainda, devemos considerar que
durante a embriogénese, o SNC é um dos primeiros sistemas a ser formado, e €
extremamente dependente das condi¢bes do meio (Moore, 2008).

O conjunto de dados deste estudo pode indicar a importancia de uma boa
saude nutricional e da boa qualidade dos alimentos ingeridos por mulheres em idade
reprodutiva, especialmente no periodo perigestacional, um momento critico durante
0 qual a exposicdo do embrido e/ou feto a um ambiente intrauterino inadequado
pode contribuir para um risco aumentado de obesidade nestes individuos,
comprometendo a sua qualidade de vida. Acredita-se que, de algum modo, esse
advento também pode representar uma forma de ameaca a espécie a partir do
momento em que observamos importantes alteracées no eixo reprodutivo desta
prole. Assim, cabe relembrar que existe um circulo vicioso na obesidade que
envolve geracdo apoOs geracdo, contribuindo para a epidemia mundial desta
patologia e dos seus disturbios associados.

Tendo evidenciado a relacdo existente entre a obesidade materna e as
alteracdes observadas na prole, e considerando os efeitos adipogénicos da ang Il
(Licata et al., 1994; Unemura et al.,, 1997; Goodfreind et al., 1999; Engeli et al.,
2005), avaliou-se uma possivel participacdo deste peptideo na modulacdo desses
fendbmenos, por meio do bloqueio farmacolégico dos receptores do tipo AT1, com o
acréscimo do farmaco Losartan na agua de beber das maes, administrado

simultaneamente ao consumo de dieta de cafeteria.
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Desde modo, foi demonstrado que o bloqueio do receptor do tipo AT1
para ang ll, nas ratas, preveniu o desenvolvimento de obesidade e de suas
desordens metabdlicas relacionadas. Além disso, a prole das ratas que receberam
Losartan foi beneficiada quanto aos desfechos metabdlicos, enddécrinos e
reprodutivos. Esses resultados podem contribuir para o entendimento dos
mecanismos associados a obesidade e ao desenvolvimento de abordagens
farmacolégicas para o seu tratamento.

E bem estabelecido o papel-chave da ang Il na regulacdo do equilibrio
hidroeletrolitico e, consequentemente, sobre a regulacao da pressédo arterial. Desta
forma, inibidores da enzima conversora de angiotensina (ECA) e bloqueadores dos
receptores AT1 sdo amplamente utilizados para o tratamento da hipertenséao,
incluindo a hipertensdo associada a obesidade. Tendo sido observada uma
superexpressao do SRA em individuos obesos, foi sugerido que os componentes do
SRA poderiam indicar o elo que ha entre a obesidade e as modificacbes a ela
associadas, como a hipertensdo, a resisténcia a insulina e outras alteracdes
metabolicas (Kalupahana, 2012). Além disso, a expressao dos receptores AT1 esta
aumentada em ratos obesos adultos (Pinterova et al., 2001). Visto que os
componentes do SRA apresentam uma correlacédo positiva com o indice de massa
corporal em humanos (Goossens et al.,, 2003), foi proposto que a reducdo da
atividade do SRA poderia ndo so tratar a hipertenséao relacionada a obesidade, como
também tratar a obesidade per se (Velkoska et al., 2009). Em suporte a esta
proposta, foi demonstrado que o uso de inibidores da ECA para o tratamento da
hipertensdo apresentou efeito de perda de peso em humanos (Hipertension Study
Group Investigators, 1984) e em ratos (Setoguchi et al., 2002), e o blogueio dos

receptores AT1 tem causado reducdo da resisténcia a insulina em ratos (Shiuchi et
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al., 2004; Aksnes et al., 2006). Em estudo recentemente realizado em nosso
laboratério, Sagae e colaboradores (2013) observaram que a injecao intraperitoneal
de bloqueador de receptores AT1, Losartan, preveniu a instalacdo de obesidade em
ratas submetidas a dieta de cafeteria.

Ao avaliarmos o ganho de peso corporal no periodo pré-gestacional, o
grupo CAF + LOS apresentou uma diminui¢do no ritmo de ganho de peso corporal a
partir da oitava semana, comparando-se ao seu controle correspondente (grupo
CAF), ndo havendo diferenca significativa em relagdo ao grupo PAD ao final da
décima semana de administracdo da dieta de cafeteria. Este dado indica que o
bloqueio dos receptores AT1 produziu uma protecdo ao ganho de peso produzido
pela dieta. Porém, o grupo CAF+LOS ainda apresentou aumento de peso corporal
guando comparado ao grupo PAD+LOS, de modo semelhante ao observado entre
os grupos PAD e CAF. No entanto, é importante observarmos que a administracao
de Losartan no grupo controle (PAD+ LOS) ndo produziu diferencas em relacéo ao
grupo controle, PAD.

Ao avaliarmos o comportamento sexual através da relacdo numero de
lordoses/ numero de montas, observamos que o mesmo néo foi afetado nem pela
obesidade, nem pela administracdo de Losartan, conforme ja evidenciado em estudo
prévio (Sagae, 2013). O efeito da ang Il sobre o comportamento sexual ainda é
controverso. Em condicdes fisiologicas, o bloqueio de receptores AT1 e AT2 na
amigdala medial ndo altera o comportamento sexual de ratas. Porém, em situacdes
de estresse agudo, os efeitos inibitorios do estresse sobre o comportamento sexual
foram prevenidos pelo bloqueio de ambos os subtipos de receptores para ang Il na
amigdala medial (Cecconello et al., 2010), enquanto a administracao periférica de

Losartan ndo altera esses efeitos (Donadio et al., 2007). Na hipertensao, o Losartan
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nao altera a funcdo sexual em ratos machos (Ferrario & Levy, 2002), e melhora a
funcdo sexual em homens (Chan et al., 1999). Estes diferentes estudos indicam que
o efeito da ang Il sobre o comportamento sexual € influenciado por diversos fatores
como sexo, espécie, metodologia de estudo e condi¢des fisioldgicas. Ao que nossos
resultados indicam, a associagdo de Losartan com dieta de cafeteria ndo produz
efeitos sobre o comportamento sexual em ratas.

Durante a gestacao, o ganho de peso corporal do grupo PAD/CAF + LOS
apresentou o maior percentual de ganho de peso neste periodo porém, um ganho
inferior ao seu controle PAD/CAF. Ao final de 21 dias de gestagc&o, no entanto, foi
demonstrado que o tratamento com Losartan preveniu 0 ganho de peso nas ratas
dos grupos CAF/CAF + LOS e PAD/CAF + LOS, quando comparadas aos seus
controles correspondentes.

Assim como observado na obesidade, o tratamento com Losartan também
nao interferiu no nimero de concepc¢des. Estudos inicialmente realizados na década
de 80 (quando o uso de bloqueadores dos receptores de ang Il ou de inibidores da
ECA tiveram seu uso aprovado para o tratamento da hipertensdo) demonstraram
efeitos teratogénicos, retardo do crescimento fetal, faléncia renal, hipotenséo
nenonatal, hipoplasia pulmonar, entre outros defeitos, culminando em elevados
niveis de mortalidade fetal e neonatal (Guinard et al.,, 1981; Duminy & Burguer,
1981; Beckman & Brent, 1990; Barr & Cohen, 1991; Martin et al, 1992; Polikfa,
2012), o que tornou o uso destes farmacos contraindicado durante a gestacdo. No
presente estudo, no entanto, ndo foram observados efeitos que pudessem repercutir
em mortalidade da prole das ratas tratadas com Losartan, tanto no periodo neonatal

guanto no periodo subsequente.
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O peso médio das ninhadas nos grupos CAF/CAF + LOS e PAD/CAF +
LOS mostrou-se significativamente aumentado no primeiro dia pés-natal (DPN 1)
comparando-se aos grupos PAD/PAD + LOS e CAF/PAD + LOS, e sem diferengas
dos seus controles correspondentes (CAF/CAF e PAD/CAF). Esse achado obedece
a légica da “hipotese da sobrenutricdo fetal”, discutida anteriormente, que associa 0
alto peso ao nascimento ao aumento da oferta de nutrientes no ambiente intrauterino
(Nivoit et al.,2009). Entretanto, no décimo dia pés-natal (DPN10) ja& ndo foram
observadas diferencas entre o peso médio das ninhadas nos diferentes grupos
tratados com Losartan. Ainda, as ninhadas dos grupos CAF/CAF + LOS e PAD/CAF
+ LOS apresentaram reducao significativa de peso quando comparadas aos seus
controles (CAF/CAF e PAD/CAF). E interessante salientar que, durante o periodo de
10 dias em que foi registrado o comportamento maternal, foi observado que as ratas
dos grupos CAF/CAF + LOS e PAD/CAF + LOS exibiram uma reducdo das
frequéncias de amamentacdo, quando comparadas aos seus controles (CAF/CAF e
PAD/CAF), apresentando-se semelhante aos grupos PAD/PAD e CAF/PAD (com ou
sem a administracdo de Losartan). Deste modo, a administracdo de Losartan
preveniu o aumento do comportamento de amamentac¢ao produzido pelo consumo
da dieta de cafeteria.

Tendo observado reducéo da frequéncia de amamentacdo somente nas
ratas dos grupos CAF/CAF + LOS e PAD/CAF + LOS em associacdo ao menor
conteudo de gordura abdominal, promovido pelo farmaco (discutido a seguir),
remetemos as hipoteses levantadas anteriormente, de que pode haver uma via de
sinalizacdo alternativa, oriunda do tecido adiposo, que estimula o cuidado maternal
na obesidade. Essa hipdtese colocaria em segundo plano a possibilidade de o

aumento da lactacdo ser decorrente do aumento da procura pelos filhotes devido a
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maior palatabilidade do leite materno, conforme sugerido. Além disso, nos grupos
tratados com Losartan, o consumo materno de alimentos altamente palataveis ainda
esta presente e parece ndo ser um fator decisivo no sentido de aumentar a procura
dos filhotes pelo leite materno.

Outro ponto que chama a atencdo é que a administracdo de Losartan
diminuiu o comportamento de lambida e a concentragdo de PRL em todos os
grupos. Sabe-se que o comportamento de lambida é um comportamento motivado e
dependente da acdo da PRL na APOM e vBST (Stern, 1997; Numan, 2006), de
modo que a infusdo intracerebroventricular deste horménio préximo a APOM
estimula marcadamente o cuidado maternal de filhotes adotivos (Walsh et al., 1987).
A APOM é sensivel ao estimulo da ang Il (Sirett et al., 1977) e, desta forma, o
bloqueio dos seus receptores poderia também interferir diretamente na
responsividade maternal. Além disso, a reducédo da concentracdo de PRL pode ser
um dos marcadores do efeito central do farmaco, pois nota-se o bloqueio do efeito
estimulatorio da ang Il sobre os lactotrofos.

De qualquer forma, pode-se estabelecer importantes observacdes sobre a
relevancia das influéncias do ambiente neonatal (neste caso, o0 aumento da oferta de
alimento) quando associada aos fatores do ambiente intrauterino na determinacao
do ganho de peso na prole. Este aspecto merece atencao, pois, conforme discutido
adiante, a normalizacdo do padrdo de amamentacdo repercutiu na auséncia de
diferenca de peso corporal das proles no momento do desmame.

Apdbs o desmame dos filhotes, foi observado que a reduc¢do no ganho de
peso corporal observada nas ratas dos grupos CAF/CAF + LOS e PAD/CAF + LOS
foi resultante de uma reducdo do acumulo de gordura abdominal, quando

comparados aos seus controles (CAF/CAF e PAD/CAF). Além disso, as maes dos
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grupos CAF/CAF + LOS e PAD/CAF + LOS exibiram uma redugédo do conteudo de
insulina, leptina e triglicerideos plasmaticos quando comparados aos seus controles
correspondentes (CAF/CAF e PAD/CAF), de modo que se tornaram semelhantes
aos grupos que nao consumiram dieta de cafeteria. Em associagcdo a esses
resultados, observamos que todos os grupos tratados com Losartan exibiram um
aumento significativo da ang Il circulante, ndo havendo diferenca entre os grupos, o
gue demonstra a efetividade do modelo de bloqueio farmacolégico aplicado neste
estudo, indicando o aumento da ang |l plasméatica como uma resposta
compensatoria ao bloqueio dos receptores AT1 (Christen et al., 1991; Pals, 1993).
Os resultados do presente experimento reproduzem de modo muito
aproximado os relatos de estudos prévios, que demonstram que o bloqueio do
receptor AT1 resulta em diminuicdo do peso do tecido adiposo e o tamanho dos
adipdcitos em ratos (Zorad et al., 2006) e em camundongos diabéticos (Tomono et
al., 2008). Considerando que a hipertrofia do tecido adiposo e consequente ativacao
do SRA estdo relacionadas ao desenvolvimento de resisténcia a insulina e DM2
(Henriksen, 2007; Olivares-Reyes et al.,, 2009), o estudo clinico de Gillespie e
colaboradores (2005) demonstrou que o blogueio dos receptores AT1, ou 0 uso de
inibidores da ECA, reduziu em 22% a incidéncia de novos casos de DM2 em
pacientes considerados de alto risco. Mais recentemente, McMurray e colaboradores
(2010) observaram que o uso do bloqueador do receptor AT1, Valsartan, em
associacao a modificacdes no estilo de vida foi capaz de reduzir a incidéncia de DM2
em 14% em individuos com intolerancia a glicose. Um efeito semelhante também é
observado em ratos com delecdo de receptores AT1, 0s quais apresentam protecao

aos efeitos da obesidade induzida por dieta tanto em relacdo ao ganho de peso
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guanto ao desenvolvimento de resisténcia a insulina, observados na obesidade
(Koyuama et al., 2005).

As interacOes entre a ang |l e a resisténcia insulinica parecem ocorrer em
nivel intracelular: a ativacdo do SRA esta associada a reducdo da sinalizagdo da
insulina e resisténcia insulinica em tecidos como 0 musculo esquelético e o figado
(Fukuda et al., 2001; Kurtz & Pravenec, 2004), bem como em outros tecidos
sensiveis a insulina como o tecido cardiaco, o vascular e o renal (Lastra et al., 2006).
A ang Il reduz a fosforilacéo de tirosina estimulada por insulina (Velloso et al., 1996),
enquanto aumenta a fosforilagédo de serina no substrato do receptor de insulina (IRA-
1) e da fosfatidilinositol-3-quinase, reduzindo a sinalizacao pelo receptor de insulina
(Sykiotis & Papavassiliou, 2001). Tanto a reducao da fosforilagdo em tirosina quanto
o aumento da fosforilagdo em serina do receptor de insulina e do IRS-1, foram
propostos como mecanismos moleculares de resisténcia a insulina (Tanti et al, 1994;
Mothe & Van Obberghen 1996; Sykiotis & Papavassiliou, 2001). Além disso, a
administracdo de antagonista de receptor AT1 aumenta a translocacdo de GLUT-4
para a superficie celular (Hoenack & Roesen 1996), evitando o acumulo de lipideos
em tecidos como o musculo esquelético, figado e pancreas (Janke et al., 2002),
retardando ou evitando o inicio do diabetes através da reducdo da intolerancia a
glicose (Sharma et al., 2002; Kjeldsen et al., 2006). Outro efeito do bloqueio do SRA
na prevencao do DM2 tem sido explicado pelo aumento da sensibilidade a insulina e
da secrecao de insulina pelas células B-pancreaticas, embora 0s mecanismos ainda
nao estejam completamente claros (Henriksen, 2007; Leung, 2007). Em conjunto,
esses dados sugerem um papel da ang Il na adipogénese, e também como uma das
substancias produzidas pelo tecido adiposo hipertréfico, que podem modular de

forma negativa a sensibilidade a insulina, podendo ser um possivel elo entre
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obesidade, resisténcia a insulina, DM2 e hipertenséo arterial, que frequentemente
apresentam-se associados em individuos obesos (Carvalho-Filho et al., 2007).

O farmaco utilizado neste experimento, Losartan, € um bloqueador
seletivo dos receptores do tipo AT1. No entanto, o tecido adiposo de roedores
apresenta os dois tipos de receptores, AT1 e AT2 (Giacchetti et al., 2002), e o
receptor AT2 apresenta efeitos antagdnicos ao receptor AT1: induz vasodilatagéo e
inibe o crescimento e proliferacdo celular (Hayashida et al., 1996; Siragy, 2000;
Matsubara, 2002). Embora a afinidade da ang Il pelo receptor AT2 seja menor
(Hayashida et al., 1996), € possivel que parte da ampla disponibilidade de ang Il no
plasma destes animais tenha permitido a sua ligacdo aos receptores AT2 nos
adipocitos, podendo também justificar o menor conteddo de gordura observado nos
animais dos grupos CAF/CAF + LOS e PAD/CAF + LOS.

A reducdo nas concentracOes de triglicerideos nas ratas dos grupos
CAF/CAF + LOS e PAD/CAF + LOS também ¢€ atribuida a reducéo da deposicéo de
gordura, devendo-se também considerar que a insulina tem acdes pleiotropicas,
modulando diversas func¢des celulares. Além do seu papel sobre a homeostase da
glicose, este horménio atua no metabolismo de lipideos e proteinas (Saltiel & Khan,
2001) e, neste caso, ao aumentar a sensibilidade a insulina, é possivel que o
metabolismo lipidico também tenha sido favorecido.

No presente experimento, também evidenciamos uma reducdo nas
concentracfes plasmaticas de leptina nas ratas dos grupos CAF/CAF + LOS e
PAD/CAF + LOS, quando comparadas aos seus controles. Sabe-se que a leptina é
um horménio secretado pelo tecido adiposo, atuando na sinalizacdo hipotalamica
sobre a disponibilidade energética em longo prazo, de modo que sua concentracao

plasmatica é diretamente proporcional ao conteldo de gordura corporal (Levin,
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2004), representando, desta forma, a reducéo da leptina circulante um reflexo da
reducdo da adiposidade. Além disso, sabe-se que tanto a ang Il sintetizada nos
préprios adipécitos quanto a sua administracdo exdgena estimula a producdo e
secrecao de leptina pelos adipdcitos (Cassis et al, 1998), e deste modo, o bloqueio
dos receptores AT1 justifica a queda nas concentracdes de leptina.

Apesar de todas essas evidéncias, 0s mecanismos de acao que associam
o bloqueio de receptores AT1 aos efeitos metabdlicos observados ainda precisam
ser esclarecidos, bem como o seu significado fisioldgico. Sabe-se que a ang I
intracerebroventricular induz reducdo de peso e de consumo alimentar em ratos
(Porter & Potratz, 2004), embora os efeitos da ang Il periférica sobre estes aspectos
sejam controversos. O trabalho de Sagae e colaboradores (2013) demonstrou que a
injecao intraperitoneal de Losartan promoveu aumento na quantidade de alimento e
de calorias consumidas pelos animais alimentados com dieta de cafeteria,
entretanto, houve uma reducéo na deposi¢cao de gordura corporal nestes animais em
comparacdo ao grupo tratado com veiculo. Uma possivel explicacdo € que o
farmaco, ao atravessar a barreira hematoencefalica (Polidori et al., 1996), é capaz
de inibir as acdes centrais da ang IlI, porém, ao inibi-la perifericamente, pode-se
contribuir para a reducdo da deposicdo de gordura, conforme demonstrado no
presente trabalho e em outros (Zorad et al., 2006; Tomono et al., 2008).

O efeito do bloqueio dos receptores ATl na prevencdo do
desenvolvimento da obesidade materna também refletiu positivamente sobre os
desfechos avaliados na prole.

No momento do desmame (21 dias de vida), os filhotes das ratas dos
grupos CAF/CAF + LOS e PAD/CAF + LOS apresentaram reducao do peso corporal

em comparacdo aos filhotes dos grupos CAF/CAF e PAD/CAF. Além disso, nao
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houve diferenca de peso corporal entre os filhotes das mées tratadas com Losartan.
Quando adultos, também n&o foram observadas diferencas de peso corporal e de
consumo de racdo padrdo. O conteudo de gordura abdominal também foi reduzido
na prole das ratas tratadas com CAF + LOS, n&o tendo sido observadas diferengas
entre 0s grupos tratados. Esses achados indicam que, ao bloquear, com Losartan,
os efeitos da dieta de cafeteria na méae durante a prenhez e lactagdo e melhorando
suas condic¢@es fisioldgicas, também é possivel prevenir o efeito de ganho de peso
na prole. Somando-se a isso, reforcamos os achados que apontam a reducao do
comportamento de amamentacéo exibido pelas méaes tratadas com Losartan, o que
poderia indicar que ha uma importante influéncia ambiental envolvida no
desenvolvimento da obesidade infanto-juvenil e que frequentemente se estende até
a idade adulta (Parsons et al., 2001; Simmons, 2008; Nivoit et al., 2009).

Conforme discutido anteriormente, o efeito mais pronunciado da
obesidade materna sobre a prole foi observado no grupo CAF/CAF. Com o bloqueio
farmacologico realizado nas méaes, a prole das ratas do grupo CAF/CAF + LOS
apresentou, como consequéncia a reducdo do conteudo de gordura abdominal,
guando adulta, uma melhora do estado fisiologico geral, demonstrado através das
reducdes do conteudo lipidico, da normalizacdo do contetdo plasmatico de insulina
e de leptina. Estes achados sugerem mais uma vez que, embora nao estivessem
fenotipicamente obesos, o aumento de gordura abdominal observado na prole das
ratas CAF/CAF exerce um importante impacto sobre os aspectos enddcrinos e
metabdlicos (Chan et al., 1994; Mayes & Watson, 2004; Garcia-Diaz et al., 2011).

Um ponto importante € que a administracdo de Losartan nas maes
repercutiu em uma reducdo dos niveis basais de ang Il da prole, em todos os

grupos. E sabido que o uso de bloqueadores de receptores para ang Il ou de
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inibidores da ECA exercem um importante efeito nocivo sobre o desenvolvimento
renal do feto (Quan, 2006; Polikfa, 2012). Considerando-se que roedores
apresentam rins e trato urinario imaturos ao nascimento (a nefrogénese estende-se
até meados do 18° dia pos-natal), estudos em animais tém demonstrado que a ang Il
induz o crescimento celular via AT1, sendo essencial para o desenvolvimento renal
do feto (Lasaitiene et al., 2006; Sekine et al., 2009). Deste modo, é sugerido que o
efeito do bloqueio farmacolégico de receptores AT1 estendeu-se também aos fetos,
prejudicando o desenvolvimento renal, incluindo o aparelho justaglomerular, e desta
forma, reduzindo a producdo de renina. Outra possibilidade é que, com o bloqueio
dos receptores AT1l, o aumento de ang Il materna possa ter estimulado
demasiadamente os receptores AT2 nos rins dos fetos, que sdo amplamente
expressos durante este periodo, e que tém propriedades apoptoticas (Lasaitiene et
al.,, 2006). Assim, o desenvolvimento renal do feto também poderia ter sido
prejudicado, repercutindo em uma menor capacidade de producdo de renina devido
a modificacbes nas células justaglomerulares e consequentemente em menores
concentragcfes de ang Il basal. Portanto, este ponto requer atencéo, e mais estudos
S80 necessarios para que sejam investigados possiveis efeitos indesejaveis
decorrentes da administracdo deste farmaco ou de outros inibidores do SRA durante
a gestacdo em roedores submetidos a protocolos experimentais, sendo que tais
investigacBes deveriam abranger os diferentes sistemas fisioloégicos e suas
peculiaridades. Ainda, sugere-se testar diferentes doses e diferentes tempos de
administracao, visto que os estudos anteriormente citados sobre os efeitos nocivos
do bloqueio de AT1 sobre o desenvolvimento fetal ndo nos fornecem tais
informacdes (Guinard et al., 1981; Duminy & Burguer, 1981; Beckman & Brent, 1990;

Barr & Cohen, 1991; Martin et al, 1992; Polikfa, 2012).
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No presente estudo, foi obervado também que a administracdo de
Losartan nas maes repercutiu em aumento nas concentragbes plasmaticas de
testosterona e consequente reducdo de FSH, em todos os grupos, determinando
uma clara regulacdo destes dois horménios por meio de um mecanismo de feedback
negativo (Ganong, 1993), normalizando, por fim os padrbes de secrecdo hormonal
gue se apresentaram modificados nos grupos que néo receberam Losartan. Somado
a isso, houve modificacbes no comportamento sexual em todos os grupos, sendo
evidenciado por meio dos diferentes parametros analisados: houve redugcdo nas
laténcias de monta, reducdo nas frequéncias de monta até a primeira intromissao,
reducdo das laténcias de intromissdo e aumento das frequéncias de intromisséao.
Deste modo, a prole dos grupos PAD/CAF + LOS, CAF/CAF + LOS e CAF/PAD
+LOS apresentou um padrdo de comportamento sexual semelhante ao grupo
controle PAD/PAD. Importante observarmos que o tratamento das maes com
Losartan também repercutiu em modificagdes no comportamento sexual do grupo
PAD/PAD +LOS, de modo que houve reducédo da laténcia de monta e da laténcia de
intromissdo em comparacao ao grupo nao tratado (PAD/PAD).

Ao considerar a hipétese de que as melhorias das condicdes fisiologicas
da mée repercutiram em melhora no desenvolvimento da prole, pode-se reassumir 0
papel da insulina materna no desenvolvimento do eixo reprodutivo da prole,
conforme discutido anteriormente. A partir do momento em que o bloqueio de AT1
impede a instalacao da obesidade e da consequente elevacao de insulina nas maes,
vé-se anulado o possivel efeito deletério das altas concentracdes deste horménio,
durante a gestacdo, sobre a regulacédo central dos horménios reprodutivos da prole.

Esse resultado reforca a nocdo de que as alteracbes enddcrinas e metabdlicas
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decorrentes da obesidade nas maes podem de fato produzir modificacdes estaveis
nos diferentes niveis de regulacdo do processo reprodutivo dos seus descendentes.
No entanto, ao considerar-se que o uso do farmaco também produziu
modificacdes no comportamento sexual da prole do grupo controle (PAD/PAD +
LOS), remete-se ao efeito de reducéo da ang Il basal observada na prole de todos
0s grupos. A imunorreatividade a ang Il e a expressao dos seus receptores AT1 e/ou
AT2 estdo presentes em diversas areas centrais responsaveis pelo processamento
do comportamento sexual, como APOM e AMe (Tsutsumi & Saavedra, 1991). Um
estudo prévio realizado em nosso laboratdrio observou que injecdes de ang Il na
AMe inibe o comportamento sexual de ratos, sendo este efeito prevenido pelo
bloqueio dos receptores AT1 ou AT2 (Breigeron et al.,, 2002), fortalecendo as
evidéncias da participacdo da ang Il na modulacdo desse circuito neural. Uma
possibilidade sugerida a partir dos resultados do presente estudo € de que a
reducdo da ang Il basal exerca um efeito facilitador do comportamento sexual em
machos. Além disto, estudos in vitro demonstram a acao local da ang Il, inibindo a
capacidade do LH para estimular a producdo de testosterona pelas células de
Leydig, em ratos adultos (Khanum & Dufau, 1988). Mais uma vez, a reducdo de ang
Il basal poderia, neste caso, faciltar a producdo de testosterona e,
consequentemente, estimular o comportamento sexual. Este aumento de
testosterona, conforme observado no presente trabalho, estaria exercendo o
mecanismo de regulacdo por feedback negativo também sobre o FSH, reduzindo
suas concentracdes. Ainda, considerando que a testosterona regula os niveis de
dopamina na APOM, é possivel que o aumento de testosterona tenha produzido
aumento de dopamina (Szczypka et al., 1998) e consequente inibicdo da sintese e

liberacdo de PRL (Freeman, 2000), conforme observado no presente trabalho.
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Ainda, é possivel também um efeito direto do bloqueio de receptores AT1 sobre a
secrecéo de PRL, de modo que a reducdo de ang Il tenha resultado em uma menor
atividade dos lactotrofos, que apresentam receptores para ang Il e respondem aos
seus efeitos estimulatérios ( Ganong, 1993). Em conjunto, estes dados podem nos
indicar uma importante atividade tonica basal da ang Il sobre o processo reprodutivo
de ratos, de modo que a sua reducdo basal parece interferir na regulagdo dos

hormoénios envolvidos no comportamento sexual.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir, de modo
semelhante ao descrito na literatura, que a dieta de cafeteria € um modelo
experimental eficiente em promover acimulo de gordura abdominal, resisténcia
a insulina e outras diversas modificagbes enddcrinas. O aumento da
adiposidade materna induzida pela dieta de cafeteria, por sua vez, é um fator
predisponente ao desenvolvimento de sobrepeso e obesidade na prole. Em
associacdo, ha alteragbes metabdlicas, enddcrinas e na fungé@o reprodutiva,
mesmo que esta prole seja alimentada somente com racdo padrao, sugerindo
modifica¢cdes na regulacéo do balanco energético destes animais.

Além disso, as modificagcbes no ambiente neonatal, caracterizadas
por um aumento do cuidado maternal e consequente aumento na oferta de
alimento também mostra-se um fator contribuinte para o ganho de peso
observado nos descendentes de mées alimentadas com dieta de cafeteria. No
entanto, 0s mecanismos envolvidos nestes processos ainda nao estédo
completamente claros, levantando hipdteses sobre vias alternativas que podem
contribuir para a modulacdo do comportamento maternal neste modelo
experimental.

O periodo reprodutivo no qual a fémea se encontra, no momento em
gue a dieta de cafeteria € consumida, também parece exercer influéncia sobre
diferentes aspectos observados na prole, de modo que o consumo materno
desta dieta durante a gestacéo tem um efeito negativamente importante ndo sé
sobre a saude materna, como sobre o desenvolvimento da prole. De modo

inverso, a suspensao desta dieta a partir do inicio da gestacdo é uma medida
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passivel de reverter um quadro de obesidade prévio a gestacao e prevenir seus
efeitos prejudiciais sobre a prole. No entanto, foi observado que o consumo
materno de dieta de cafeteria, independentemente do periodo em que foi
administrada, produziu importantes modificacdes na funcéo reprodutiva dos
seus descendentes, em associacdo a modificacdes nas concentracoes de
testosterona e FSH. Embora os mecanismos dessas modificagdes n&do tenham
sido totalmente esclarecidos, os dados do presente trabalho sugerem a
hipétese de que a hiperinsulinemia materna possa estar envolvida neste
processo, produzindo modificacdes possivelmente de origem central, na
regulacdo do eixo reprodutivo dos seus descendentes. Porém, ndo devem ser
desconsiderados outros fatores derivados do tecido adiposo, como possiveis
mediadores destas disfungoes.

O blogueio farmacolégico dos receptores AT1 para ang Il, por meio
da administracdo de Losartan, mostrou-se uma abordagem farmacolégica
eficiente na prevencéo da instalacdo de obesidade nas méaes, bem como suas
desordens associadas, sem interferir no comportamento sexual e na fertilidade
destas ratas. Desta forma, evidencia-se uma importante participacédo da ang I,
através do seu receptor AT1, como um dos fatores mediadores das alteracdes
enddcrinas e metabdlicas associadas ao acumulo de gordura corporal,
induzidas pela dieta de cafeteria. Ainda, a normalizacdo dos padrées do
comportamento maternal nas ratas que receberam Losartan associado a dieta
de cafeteria durante a gestacao/lactacdo nos fornece um importante reforco
acerca das hipéteses levantadas sobre outros possiveis moduladores do

comportamento maternal, possivelmente oriundos do tecido adiposo.
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A administracdo de Losartan, nas mdes, também preveniu os efeitos
decorrentes do consumo materno de dieta de cafeteria sobre os diferentes
desfechos enddcrinos, metabdlicos e reprodutivos observados na prole. Deste modo,
as modificagcOes observadas nos descendentes das ratas que nao receberam o
farmaco, tiveram seus padrdes restabelecidos, embora ndo tenha ficado clara a
participacdo direta do sistema angiotensinérgico nestes animais.

Em conjunto, os resultados do presente estudo apontam a possibilidade
da realizacdo de intervencfes farmacologicas para o tratamento da obesidade e
também para a prevencdo dos efeitos deletérios da obesidade materna sobre o
desenvolvimento da prole. No entanto, devem ser considerados os possiveis efeitos
indesejados do uso de inibidores ou de bloqueadores do SRA durante a gestacao.
Deste modo, sugerimos, mais uma vez, uma detalhada investigacdo acerca do uso
destes farmacos durante a gestacdo e lactacdo sobre diferentes aspectos

fisiolégicos da méae e da prole de ambos 0s sexos.
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8. ANEXOS

8.1. Artigo submetido a revista Physiology & Behavior intitulado “The
impact of maternal consumption of cafeteria diet on the offspring reproductive
funcion”
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Abstract: Maternal obesity is a risk factor for the development of metabolic syndrome and
childhood obesity and early over-nutrition seem to induce the development of pathologies in
adulthood, including insulin resistance, cardiovascular diseases, type 2 diabetes mellitus, and a
higher BMI. In addition, it is known that obesity can negatively affect fertility and reproductive
function in men. The objective of this work was to investigate the impact of maternal obesity
induced by the consumption of cafeteria diet on metabolic, endocrine and reproductive
outcomes male offspring. Body weight, abdominal fat content and concentrations of insulin,
leptin, glucose and total cholesterol were analyzed in mothers. The same parameters were
evaluated in pups when in adulthood, in addition to the analysis of sexual behavior, followed
by measurement of plasma luteinizing hormone, follicle stimulating hormone, testosterone
and prolactin. Maternal consumption of cafeteria diet affected the offspring reproductive
hormone regulation and such modifications were reflected on sexual performance. Also, these
modifications were independent of time and the reproductive period during which mothers
consumed the diet. Our results indicated, for the first time, that maternal nutrition may have a
deep impact on the reproductive function of male offspring.
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1. Introduction

Overweight and obesity are a major public health problem and have been
assuming epidemic characteristics [1]. The obesity rate has grown over 75% since
1980 and about 1.5 billion of individuals are classified as obese or overweight [2],
and the prevalence of obesity in children is one of the most alarming problems [3].
Data presented in the period 2007-2008 by the National Health and Nutrition
Examination Survey (NHANES) showed that 17.6% of children and teenagers
between 2-19 years were obese in the United States [4]. The causes of childhood
obesity are being exhaustively investigated. While changes in life style -
characterized by decreased physical activity and the increase in the dense-energy
foods intake — are appointed as the main causes of the global epidemic obesity [5],
studies in humans and animals have suggested that some events in the early stages
of life can also “program” the metabolic syndrome in the offspring of obese mothers
[6-8]. Stronger influence of maternal than paternal BMI on offspring BMI observed in
studies of humans may indicate an important and independent influence of
intrauterine environment on the offspring adiposity [9], finally indicating maternal
obesity as a risk factor for the development of metabolic syndrome and obesity in
childhood [10-12]. Gestational diabetes, closely associated with maternal obesity,
has also been implicated in the development of offspring obesity [13]. Risk factors to
coronary disease such as dyslipidemia, hypertension and reduced glucose tolerance
have been described in obese children [14], and the reflexes of early overnutrition
seem to induce the development of pathologies in adulthood, including insulin
resistance, cardiovascular diseases, type 2 diabetes mellitus, associated to a higher
BMI [15-17]. Reinforcing the findings in humans, several surveys in animals have
also shown a close relationship between maternal obesity and modifications in the
offspring development, including obesity, matabolic syndrome, hiperfagia, and insulin
resistance [18-21].

Besides the effects of obesity on the metabolic and cardiovascular function,
studies have shown that obesity is also associated to fertility problems in men. There
are growing evidences that obesity reduces the quality of sperm altering the physical
and molecular structure of germ cells as well as mature sperm, both in human and
animal models [23], the origin being the alterations in the levels of male reproductive
hormones [24] (Palmer et al., 2012). Obesity is associated with lower concentrations
of sex hormone-binding globulin (SHBG), decreased circulating testosterone, a
reduction of LH pulse amplitude and hyperstrogenemia [26]. Together, these factors
have been linked to fertility disorders frequently observed in obese individuals [27].
However, there are still relatively few studies relating obesity to behavioral aspects of
male reproduction. Furthermore, little is known, if maternal obesity may be one of the
factors involved in the reproductive alterations of male offspring.

As maternal obesity is a risk factor for the development of obesity and
metabolic syndrome in childhood, and that these changes may persist into adulthood,
the aim of this study was to investigate the impact of maternal obesity induced by
Cafeteria Diet on the metabolic, endocrine and reproductive outcomes of male
offspring.

2. Materials and Methods

2.1. Animals and feeding procedures

The experimental protocol was approved by the Research Ethics Commitee
and Animal Care and Use Commitee of Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(protocol no0.2008221). All animals were housed in plastic cages (five rats/cage) in a
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12h light-dark cycle at 24-26 °C. The animals were housed on shavings and had ad
libitum access to standard rat chow and water. A total of 50 female Wistar rats aged
3 weeks were randomly allocated into two experimental groups: (1) a control chow
diet and water and (2) a control chow diet and water plus cafeteria diet. The foods
included in the cafeteria diet are described on Table 1. Foods were provided in
excessive amounts and changed daily, to maintain variety, by replacing four of the
foods by new items. Soft drink was provided daily. Hence, the animals did not receive
the same foods for more than two consecutive days at a time. Animals were weighted
once a week. After 10 weeks, vaginal smear was daily collected and observed in an
optical microscope to access stage of the oestrous cycle. Breeding was
accomplished by housing a female overnight with a sexually experienced male on a
proestrous night. Mating was confirmed by the presence of sperm in a vaginal smear
the following morning at which time pregnant females from the two initial groups were
subdivided into four groups: (1) a pre-gestation control chow diet group kept feeding
chow diet during pregnancy and lactation (CON-CON n=12); (2) a pre-gestation
control chow diet group changed to CAF from day 1 of pregnancy to pups weaning
(CON-CAF n=12); (3) a pre-gestation CAF group kept feeding CAF during pregnancy
and lactation (CAF-CAF n=12) and (4) a pre-gestation CAF group changed to control
chow diet from day 1 of pregnancy to pups weaning (CAF-CON n=11). The
experimental design is shown in Fig. 1. Approximately 5 days before delivery,
pregnant females were individually housed and the presence of pups was checked
twice a day. During pregnancy, females were weighted on alternated days. On the
day of birth (Day 1), the number of pups was randomly culled into eight per dam.
Females that had their litters with fewer than eight pups were excluded from the
experiment. Soon after standardization, the litters were weighed and remained
without intervention until the 10" when they were weighed again.

After the pups weaning, 2 male pups from each litter were weighed and
divided according to their original group and allocated in acrylic boxes containing 5
animals per cage. The offspring of all groups were fed with water and standard chow,
whose consumption was monitored every three days until 90 days of age.

2.3. Male Rat Sexual Behavior

At 90 days of age, male rats (virgin), offspring of female rats from different
experimental groups (1 offspring/female) were submitted to the sexual behavior test,
which was performed during dark cycle between 7:00 pm and 10:00 pm. They were
removed from the home boxes and placed into a room attached to the animal
laboratory, in acrylic observation boxes (70x70x35cm) to allow ample viewing and
filming of the animals. They were kept in the boxes for 15 minutes for adaptation.
After this period, a hormone-replaced OVX female rat was placed in the box and
soon after that the record of behavior began, filmed with a digital camera for 20
minutes, and the latency to first mount, the frequency of mounts, the latency to the
first intromission and the frequency of intromissions. It was computed as 1,200
second latency [28,29] when mount or intromission was not observed within 20
minutes (frequency equal to zero).

2.4. Blood sampling and body fat content

At 22 days post-partum and after 10-12h of fasting, the dams were
decapitated by a guilhotine. Blood was collected in previously heparinised tubes and
centrifugated at 1500g for 10 min. After centrifugation, plasma was separated into
aliquots and stored at — 80°C until biochemical analysis was performed. Adipose
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tissue were removed and weighted immediately after decapitation. The same
protocol was applied to the offspring the day after the sexual behavior test.

2.5. Plasma analyses

Plasma concentrations of insulin, leptin and testosterone were measured in
duplicate by ELISA using commercially available rat-specific ELISA kits (Millipore™,
Billerica, USA, sensitivity 0.2 — 10 ng/mL; Enzo Life Sciences™; Plymouth Meeting,
USA, limit of detection 67.2 pg/mL and USCN — USA — limit of detection 617.3 pg/mL,
respectively). For the measurement of glucose, total cholesterol and triglycerides
concentrations in plasma it was used the colorimetric method with commercial kits,
(Labtest™, Brasil) with minimum detection sensitivity of 0.32mg/dL (glucose); 1.04
md/dL (total cholesterol) and 3.0mg/dL (triglycerides).

2.6. Radioimmunoassay

Plasma concentrations of LH, FSH and prolactin were measured by Double
antibody RIE, with specific and standard antibodies obtained from the National
Program of Pituitary Hormone, National Institute of Health (Torrance, California,
USA). The secondary antibody for the precipitation of RIE reaction is produzed in
sheep by the laboratory of Dr. Celso Rodrigues Franci (FMRP-USP). LH, FSH and
prolactin were iodinated and purified. The minimal detectable doses were: 0,2 ng/mL
(LH); 0,2 ng/mL (FSH) and 0,09 ng/mL (PRL). The intra assay variation coefficients
were 4%, 3% and 3.5% for LH, FSH and PRL, respectively.

2.7. Statistical analysis

The body weight gain of rats in pre-pregnancy and pregnancy periods was
analyzed using two-way ANOVA for repeated measures (factors: group and time)
followed by Bonferroni’s test for multiple comparisons. Body weight, abdominal fat,
plasma concentrations of insulin, leptin, TG, total cholesterol, glucose, LH, FSH and
PRL of female rats and offspring of 4 different groups were analyzed using one-way
ANOVA followed by Student Newman-Keuls test. Sexual behavior data was analyzed
by the nonparametric Kruskal-Wallis test followed by the Dunn’s multiple range test
for the comparison of the groups. The percentage of animals exhibited intrusion
behavior was analyzed using chi-square test and data were expressed as
percentage of animals in each group. All data are expressed as mean + SEM, except
for the latency and frequency of mounting behavior data (sexual behavior) for which
the median (interquartile interval) was used. In all cases, the significance level was
set at P<0.05.

3. Results

3.1 Mothers

After 10 weeks, the female rats fed with CAF presented increased body
weight compared to CON group [t(48) = 3,42, P= 0,001] (Fig 2A). The weight gain
during pregnancy (Fig 2B) shows the effect of the pregnancy time [F(7.245)= 576,42,
P<0,0001], and effect of the diet given during pregnancy [F(3,245)= 2,896; P=04] and
the interaction between the factors time and diet received [F(21,245)= 13,52;
P<0,0001]. From the day 12 of pregnancy , the CAF/CAF group had an increase in
body weight gain as compared to the PAD/PAD group and this increase was
maintained until the end of pregnancy (P<0,05). From the day 15 of pregnancy,
PAD/CAF the group presented body weight increase compared to PAD/PAD group,
being this increase maintained until the end of pregnancy (P<0,05).
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Table 2 shows that at the weaning of the pups, the female rats of CON/CAF
and CAF/CAF groups exhibited increase in body weight [F(3,41)= 5,77; P=0,002]
and abdominal fat [F(3,41)= 12,06; P<0,0001] compared to other groups. The female
rats of CON/CAF and CAF/CAF groups exhibited increase in insulin [F(3,33)= 11,71;
P<0.0001], leptin [F(3,33)= 12,50; P<0,0001] and TG content [F(3,35)= 3,88;
P=0,001] when compared to the other groups. There were no significant differences
in concentrations of cholesterol and triglycerides (P>0.05).

3.2. Offspring

Table 3 shows that on the first day of life, body weight of litters of CAF/CAF
and CON/CAF groups was higher when compared to the CON/CON and CAF/CON
groups [F(3,39)= 6.09; P=0.001] and at weaning, this difference remained [F(3,39)=
28.6 ; P<0.0001]. However, the body weight differences disappeared during the
development (data not shown) so that on the 90" day, there were no significant
differences of body weight between the groups (P>0.05). Also, it was not observed
significant differences in the consumption of standard chow between the different
groups (P>0.05). Offspring of female rats of CAF/CAF group showed significant
increase in abdominal fat F(3,39)= 7.44; P=0.0005], insulin [F(3,38)= 4.44; P=0.009]
and leptin contents[F(3,32)= 3.9; P=0.01] when compared to the other groups.
Offspring of CON/CAF group showed increased abdominal fat content and insulin,
but not so significantly as the offspring of CAF/CAF groups. Offspring of female rats
of CON/CAF and CAF/CAF groups showed increase in plasma concentrations of
triglycerides [F(3,38)= 7.05; P=0.0004] compared to CON/CON and CAF/CON
groups, but there were not significant differences in plasma concentrations of total
cholesterol and glucose between the different groups (P<0.05) .

3.3. Male Reproductive Hormones

Fig. 3 shows the effects of maternal diet on plasma concentrations of LH,
FSH, testosterone and PRL of their offspring as adults. The offspring of female rats of
CON/CAF, CAF/CAF and CAF/CON groups exhibited decreases in plasma
concentration of testosterone [F(3,36)= 3.45; P=0.002], LH [F(3,37) = 3,94, P= 0.03]
and FSH [F(3,38)= 10,13; P= 0.0002] compared to offspring of female rats of
CON/CON group, with no changes in plasma concentrations of PRL (P>0.05).

3.4. Male Sexual Behavior

Fig. 4 shows the effects of maternal diet on the different evaluated
parameters of sexual behavior. The Kruskal-Wallis test did not indicate significant
difference in the median latency to mounts (P= 0.05) and for the frequency of mounts
(P=0.62). However, the offspring of female rats from CON/CAF, CAF/CAF and
CAF/CON groups showed reduction in the percentage of animals displaying
intrusion behavior (20%, 40%, and 25% respectively, compared to the offspring of the
CON group that showed 100%) (Fig. 4D), and the Kruskal-Wallis test indicated a
significant difference in the medians for the frequency of intrusions of the CON/CAF,
CAF/CAF and CAF/CON groups, when compared to PAD/PAD (P=0002) group (data
shown as mean + SEM).

4. Discussion

Our results show that the cafeteria diet being administered since weaning is
an experimental model capable of inducing obesity, besides endocrine and metabolic
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modifications. Specifically, female rats fed with cafeteria diet showed increase in
body weight at the end of 10 weeks [30, 31]. It was noted that the elapsed time from
weaning until the end of lactation the female rats of the CAF/CAF group presented
body weight and abdominal fat increase in association with increased insulin, leptin
and triglyceride plasma concentrations [30,32,33]. Moreover, it was shown that the
administration of cafeteria diet for a shorter period, equivalent to the pregnancy and
lactation period (CON/CAF group) also resulted in a considerable impact on
increased body weight and abdominal fat content associated to a significant increase
on plasma insulin and leptin content. On the contrary, the female rats that had the
administration of cafeteria diet suspended from the first day of pregnancy (CAF/CON
group), presented body weight, abdominal fat content and plasma concentrations of
insulin and leptin similar to the control group (CON/CON) indicating that the mere
interruption of cafeteria diet consumption may reverse its adverse metabolic effects
within some weeks [34].

Analyzing offspring, it was observed that the offspring of female rats of
CAF/CAF and CON/CAF groups exhibited increased body weight at birth when
compared to the other groups. These data point to the influence of maternal diet
during pregnancy for the determination of a high weight at birth, corroborating “fetal
overnutrition hypothesis” suggested by Nivoit and coworkers (2009) [21]. At weaning,
body weight was still significantly superior to the other groups. However, these
differences disappeared during development, so that in adulthood, there was no
difference in body weight between the groups. These findings may indicate an
important influence of breastfeeding on the weight gain during the first days of life,
since breast milk is the sole food of the newborn [35] and that obese female rats
present an increase in fat, protein and raw caloric content, decrease of water content,
with no difference in the content of sugars [36]. Also, in our obesity model, the soft
drink consumption may have positively influenced the content of sugars of breast
milk. However, as it was not offered cafeteria diet to the offspring, body weight gain
was avoided during its development. At this point, we suggest that in addition to the
influences of diet and maternal obesity, the body weight gain in the offspring would
depend on a caloric overload during development.

Although offspring were not phenotypically obese, offspring of female rats of
CAF/CAF and CON/CAF groups exhibited increased abdominal fat content in
association with higher levels of insulin triglycerides when compared to the other
groups. Such modifications were more evident in the offspring of female rats of
CAF/CAF group, as well as these animals showed increase in plasma concentrations
of leptin. Interestingly, it was not observed differences in the consumption of standard
chow of these animals. In this regard, it should be considered that the beginning of
pregnancy in female rats of CAF/CAF group could be characterized by a
physiological state already altered (due to the weight increase), having influence on
the fetal development from conception.

Despite an important acute effect of CAF administration having been
observed from the beginning of pregnancy + lactation (PAD/CAF group) on the
metabolic outcomes of mothers, such effects apparently did not represent such a
significant impact on the offspring as to most of the long-term evaluated parameters,
indicating that the conditions of the intrauterine and/or neonatal environment are not
exclusive determinants for the development of obesity and metabolic syndrome of the
offspring, at least in this animal model.

Thus, it is clear the relevance of reproduction time and period in which the
cafeteria diet is administered as an essential condition for establishing long-term
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alterations on the offspring, that is, the magnitude of the impact produced on the
offspring is, in some aspects, proportional to the time mother ingested such diet.
However, this observation seems not to be valid as to reproductive function. The
aims of the sexual behavior test developed with the offspring were: to investigate the
effects of obesity and metabolic alterations on the reproductive parameters of male
rats and whether the impairment of the reproductive function would be related to
early changes such as variations in the intrauterine changes due to maternal food
intake.

Surprisingly, the offspring of all the female rats to which cafeteria diet was
administered, independent of the time and period in which it was offered (CON/CAF,
CAF/CAF and CAF/COM groups) presented behavioral changes characterized by the
reduction of both intrusion behavior and frequency.

In association with these findings, all groups presented reductions in the
concentrations of LH, FSH, and testosterone when compared to offspring of the
control group. Interestingly, those reductions were in the same magnitude in all
groups. Thus, in this case, we cannot attribute the endocrine and metabolic
alterations associated with the increase in adiposity as the only determinant of fertility
disorders, as described in different works [24, 37], because there was a significant
increase in abdominal fat only in the offspring of CAF/CAF group.

The testosterone reduction in the offspring of the different groups may
indicate that the maternal metabolic state both in conception and during the fetal
development may influence the gonadal development and/or steroidogenesis. It was
also found a reduction in LH and FSH plasma concentrations, indicating a failure on
the negative feedback loop, characteristic of this system of hormone regulation [38].
This finding may suggest a possible central defect in the regulation of reproductive
axis.

The maternal insulin, possibly increased both during the early embryonic
stages (CAF/PAD group) and in more advanced stages of fetal development
(PAD/CAF group) could potentially explain this phenomenon. This increase could
produce downregulation of central insulin receptors, specifically in GnRH neurons of
embryos/fetuses. The development of hypotalamic cell culture served as a tool to
observe that neurons expressing GnRH, also express insulin receptors and that
insulin induces the fast stimulation of GnRH expression through stimulation of c-fos
and EGR-1 genes [39]. Mice with deletion of 95% of central receptors for insulin
present, among other effects, fertility disorders due to the reduction of LH secretion
[40]. To test the integrity of the pituitary functionality of these animals, Brunning and
collaborators (2000) administered intraperitoneal injection of Lupron (GnRH agonist ).
That datum appoints to the importance of integrity of central receptors of insulin for
the hypothalamic-pituitary-gonodal axis regulation. Although PRL participates of the
reproductive process in male rats [41, 42], the PRL concentration in plasma was not
modified between the groups, indicating that the maternal diet seems not to interfere
in the synthesis and release of this hormone,or, the maternal diet does not influence
the maturation of lactotrophs and PRL releasing regulatory systems, differently of
what seems to occur in other brain areas involved in the reproduction control, as
discussed. Thus, the reproductive modifications previously observed does not
establish relationships with modification in PRL regulation.

5. Conclusions

More studies are required to investigate the origin of modifications in the
reproductive function, presented in this study. However, these findings demonstrate
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that the maternal consumption of cafeteria diet may affect the offspring secretion of
reproductive hormones regardless of the time of administration and the period of
reproduction to which the mother was exposed to the diet, and may indicate that the
regulation and development of reproductive endocrine axis is considerably more
sensible to the effects of maternal diet compared to other physiological systems,
such as the regulation systems of energy balance. Still, we shall consider that during
embryogenesis, the CNS is one of the first systems to be formed and is extremely
dependent on the environmental conditions[43] (Moore, 2008) and that the integrity
of hypothalamic-pituitary-gonadal (HPG) axis has a very important role in the
reproductive system as well as in sexual behavior.
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10 WEEK PERIOD OF GESTATION
PRE-GESTATIONAL PERIOD AND LACTATION

CONTROL CHOW
(CON/CON)

CONTROL CHOW

CAFETERIA DIET
{CON/CAF)

CAFETERIA DIET

CAFETERIA DIET

CONTROL CHOW
{CAF/CON)

Fig. 1. Schematic diagram of the experimental groups. Groups CONTROL and CAFETERIA
were subdivided from day 1 of pregnancy until pup’s weaning into the four groups: CON-CON, CON-
CAF, CAF-CAF and CAF-CON groups.
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Table 1. Food availabe to the animals in the cafeteria diet.

Chow (NutriLab CR-1, Brazil)

Salami (Majestade, Brazil)

Bread Seven Boys (Seven Boys, Brazil)
Snack Yokitos (Yoki, Brazil)

Deliket Jelly Bean (Dori Alimentos, Brazil)
Coca-Cola (Coca-Cola, Brazil)

Smoked sausage (Perdigdo, Brazil)
Chocolate cake (Nutrella, Brazil)

Biscuit Maisena (Isabela, Brazil)
Marshmallow (Fini, Brazil)

Ham (Sadia, Brazil)

Snack Fritello (Pavioli, Brazil)

Wafer Biscuit Chocolate (Bauducco, Brazil)

Gumdrop Gomets (Dori Alimentos, Brazil)

Energy
(KJ/1009)

1234
1414
1234
2008
1590
178
1331
1360
1799
1423
649
2125
2176

1506

Carbohydrates

(9/1009)

55

60
95

11

50
73

80

52
63

90

Protein
(g/100g)

22

32

32
12

12

29

27

Fat

(g/100g)

24

24

32

12

12

29

27
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Tabela 2: Body weight, abdominal fat content and plasma concentrations of insulin, leptin, total
cholesterol, glucose and triglicerides of female rats of the CON/CON, CON/CAF, CAF/CAF and

CAF/CON groups. Different letters indicate significant differences between groups (P<0.05). All values
are expressed as the means + SEM.

Groups CON/CON CON/CAF CAF/CAF CAF/CON P
Body weight (g) 256.8+3.7* (n=10)  276.7+5.3° (n=12)  275.5+3.5° (n=10)  252.4+7.5° (n=10) 0.002
Abdominal fat (g) 4.64+0.54* (n=10)  9.52+0.85" (n=12)  8.47+0.69" (n=10)  5.33+0.51* (n=10)  <0.0001
Insulin (ng/mL) 2.74+0.51° (n=8) 6.96+0.63° (n=9)  5.19+0.59° (n=7)  3.13+0.55° (= 10) <0.0001
Leptin (pg/mL) 154.4+13.9° (n=8)  313.6+32.8° (n=6)  253.4+18.5" (n=7) 137+14.5% (n=10)  <0.0001
Total cholesterol (mg/dL) 60.2+8.5 (n=8) 75.21+6.9 (n=9) 76+4.2 (n=10) 78.7£5.9 (n=10) 0.21
Glucose (mg/dL) 100.645.1 (n=9) 108.1#5.2 (n=11) 112.2+3 (n=9) 97.4+5.7 (n=10) 0.16
Triglicerides (mg/dL) 75.36+4.6% (n=8)  87.42+10.1%" (n=9)  108.3+7.6" (n=9)  78.75+5.9% (n=10) 0.01
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Tabela 3: Litter weight at birth, individual body weight at weanning and adulthood. Standard chow
intake, abdominal fat content, plasma concentrations of insulin, leptin, total cholesterol total, glucose
and triglicerides of the offspring of female rats from CON/CON, CON/CAF, CAF/CAF and CAF/CON
groups. Different letters indicate significant differences between groups (P<0.05). All values are
expressed as the means £+ SEM.

Groups CON/CON CON/CAF CAF/CAF CAF/CON

Litter weight at birth (g) 50.7+1,2% (n=10)  56.3+1.4° (n=10)  55.6+0.5° (n=10)  51.8+0.9° (n=10)

0.001

Body weight at weaning (g) 36.8+1°% (n=10) 52.9+2.3" (n=10) 52.5+1.2° (n=10)  40.8+1.1° (n=10) <0.0001

Adult body weight (g) 313.1+7.7 (n=10)  296.7+4.7 (n=10) 326.7+10 (n=10) 294.8+13.5 (n=10)

Standard chow intake (g) 1568+3.8 (n= 10)  1521+21.4 (n=10)  1568+10.4 (n+10) 1539+29.9 (n=10)

Abdominal fat (g) 9.240.8% (n=10)  11.2+0.5% (n=10) 13.7#1.3° (n=10)  8.2+0.4% (n=10)
Insulin (ng/mL) 3.9+0.7* (n=10)  4.8+0.6™ (n=10) 7+0.8° (n=9) 3.4+0.7% (n=10)
Leptin (pg/mL) 133,6+20.1% (n=10) 118+6.9% (n=6)  223.2+30.8° (n=10) 111.7+36.4% (n=7)
Total cholesterol (mg/dL) 75.5£3.9 (n=10) 91.6+£12.7 (n=8) 83.348.5 (n=10) 88+5.8 (n=10)
Glucose (mg/dL) 117+11.6 (n=10) 100.4+3 (n=10)  107.7+7.9 (n=10)  91.1+4.8 (n=10)
Triglicerides (mg/dL) 62.9+6% (n=10)  95.4+5.7° (n=10) 90.2+6.4° (n=9) 58+8.3% (n=10)

0.07
0.24
0.0005
0.009
0,01
0.52
0.11
0.0004
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