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Dieta rica em gordura durante a adolescéncia programa para sindrome
cardiometabdlica na vida adulta em ratos machos Wistar

RESUMO

Introducdo: A programacao de doencas cardiometabdlica tardias com insultos por dieta rica
em gordura (HF) durante a gestacdo e a lactacdo ja sdo bem conhecidas, no entanto, hd um
interesse crescente em compreender outras janelas de programacgéo. Objetivo: Avaliar se a
ingestdo de dieta HF durante a adolescéncia pode programar a sindrome cardiometabdlica
(SCM) na vida adulta de ratos. Material e Métodos: O comité de ética em pesquisa aprovou
0 estudo sob o CEUA n° 1527130815. No dia pés-natal (DPN) 30, ratos machos Wistar
(n=30) foram expostos a uma dieta rica em gordura (HF, 35% de banha) até DPN 60, em
sequida, alimentados com dieta padrdo (NF, 4,5% de gordura) por mais sessenta dias. Os
animais controles receberam (n=30) dieta NF ao longo da vida. O peso corporal € 0 consumo
alimentar foram avaliados ao longo do protocolo. No DPN 120, os parametros biométricos, o
metabolismo da glicose (por ipITT e oGTT), analise histoldgica, expressdo de proteinas e
pardmetros cardiovasculares foram avaliados. As anélises estatisticas foram realizadas pelo
teste T de Student. Resultados: Os animais HF apresentaram menor ingestdo alimentar em
gramas (-45%, p = 0,001) e maior ingestdo calorica (+ 7%, p = 0,027) durante a exposicao a
HF em comparagdo com o grupo controle. Ainda, os animais HF apresentaram sobrepeso (+
10%, p = 0,001) indice de Lee aumentado (6 +%, p = 0,001) e adiposidade, hiperglicemia (+
14%, p = 0,016) e hipertrigliceridemia (+ 36%, p = 0,009). Os niveis de glicose plasmaética
durante oGTT e ipITT também foram maiores no grupo HF, enquanto o Kitt foi
significativamente baixo (-30%, p = 0,043), apontando para uma sensibilidade a insulina
reduzida. A pressdo arterial sistélica (PAS), diastélica (PAD) e média (PAM) aumentaram em
animais HF (+ 10%, p = 0,009; + 19%, p = 0,004; + 13%, p = 0,014 respectivamente). A
andlise histolégica no coragdo mostrou aumento da fibrose perivascular e intersticial (+ 42%,
p =0,021; +% 62, p = 0,001 respectivamente) e diametro dos cardiomidcitos maiores (+ 29%,
p = 0,001) nos animais HF. A expressdo da proteina caspase-3 foi maior no coracao de ratos
HF (+ 35%, p = 0,032). Concluséo: A dieta HF na adolescéncia programa para SCM na idade
adulta, caracterizada por obesidade, alteracbes no metabolismo da glicose, desregulacdo dos
niveis lipidicos, hipertensdo e alteragdes estruturais cardiacas. Nosso estudo aponta para a
suscetibilidade da adolescéncia ao insulto da dieta HF como uma janela critica de

desenvolvimento, capaz de programar para doengas cardiometabolicas tardias na vida adulta.

Palavras-chave: Dieta rica em gordura. Adolescéncia. Sindrome Metabolica. Hipertens&o.



High-fat diet during adolescence progam cardiometabolic syndrome in adult
male wistar rats

ABSTRACT

Background: The programming role of insults during pregnancy and lactation in long term
cardiometabolic disease is already well known, however, there is a growing interest in
understanding other programming windows. Objective: The aim of this study was to evaluate
whether high-fat (HF) diet intake during adolescence can program cardiometabolic syndrome
(CMYS) in adult rats. Material and Methods: The research ethics committee approved the
study under CEUA n° 1527130815. Thirty days old (PND 30) male Wistar rats were exposed
to a high fat (HF, 35% lard) diet until PND 60 then fed a normal fat (NF, 4.5% of fat) diet for
a further sixty days. Control animals received the NF diet throughout life. Body weight and
food consumption were evaluated throughout the protocol. At PND 120 biometric, glucose
metabolism (by ipITT and oGTT), histological analysis, protein expression and
cardiovascular parameters were evaluated. Statistical analyses were performed by Student’s T
test. Results: The HF animals showed lower food intake (-45%, p=0.001) and higher caloric
intake (+7%, p=0.027) during exposure to HF compared with control group. At PND 120, HF
animals presented overweight (+10%, p=0.001) increased Lee index (6+%, p=0.001) and
higher adiposity, hyperglycemia (+14%, p=0.016) and hypertriglyceridemia (+36%, p=0.009).
Plasma glucose levels during oGTT and ipITT were also higher in the HF group, whereas kit
was significantly low (-30%, p=0.043), pointing to a reduced insulin sensitivity. Systolic
(SBP), diastolic (DBP) and mean (MBP) blood pressure were increased in HF animals (+
10%, p=0.009; + 19%, p=0.004; + 13%, p=0.014 respectively). The histological analysis in
the heart showed increased perivascular and interstitial fibrosis (+42%, p=0.021; +%62,
p=0.001 respectively) and cardiomyocyte diameter (+29%, p=0.001) in the HF animals.
Caspase-3 protein expression was higher in the heart of HF rats (+35%, p=0.032).
Conclusion: A HF diet during adolescence programs to CMS in adulthood, characterized by
obesity, alterations on glucose metabolism, dysregulation in lipidic levels, hypertension and
cardiac structural changes. Our study points to the susceptibility of adolescence to HF diet
insult as a critical window of development, capable of programming for cardiometabolic

disease later in life.

Keywords: High-fat diet. Adolescence. Metabolic Syndrome. Hypertension.
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CAPITULO |

Introducéo

A sindrome cardiometab6lica (SCM) tem sido uma das principais causas de
morbidade e mortalidade no mundo. Sua prevaléncia mundial pode chegar a 85%,
dependendo da regido, populacdo estudada e definicdo dos critérios utilizados. Além disso,
pesquisas apontam que a prevaléncia dessa sindrome pode dobrar até 2030 (1,2). A SCM é
caracterizada quando um individuo apresenta trés ou mais fatores de risco, como aumento do
acumulo de gordura abdominal, glicemia de jejum elevada, dislipidemia e aumento da pressao
arterial (1,3).

Nesse contexto, os fatores que provocam essas mudancas ainda precisam ser
determinados, porém, a mudanca no estilo de vida acompanhado por sedentarismo, estresse e
mudancgas nos habitos alimentares, resultando em obesidade ou sobrepeso, vem sendo
observadas nas ultimas décadas e tem sido consideradas como principais contribuintes para a
instalacdo de SCM (4). Adicionalmente, a obesidade e sobrepeso sdo entrelacadas com grande
maioria das doencas cardiometabolicas alcangando proporc¢des epidémicas mundial (5).

Estudos epidemiol6gicos no contexto do conceito Developmental Origins of Health
and Disease (DOHaD) demonstram que estresses realizados em fases criticas do
desenvolvimento sdo um dos principais preditores das doencas cardiometabdlicas na vida
adulta (6,7). Estudos epidemioldgicos e experimentais apontam que insultos com dieta rica
em gordura em fases sensiveis do desenvolvimento, desde a gestacdo até a adolescéncia,
aumentam o risco para desenvolver doencas cardiometabdlicas que compdem a SCM na vida
adulta (8-16)

Sindrome Cardiometabdlica (SCM)

A SCM e caracterizada como um conjunto de fatores que aumentam as chances de
desenvolver doengas cardiovasculares (DCV), acidente vascular cerebral (AVC) e diabetes
tipo dois (DM2); as quais tém sido as principais causas de morbidade e mortalidade no mundo
(1). Os sinais da SCM nédo dependem de alteragcdes exageradas nos parametros, contudo é
necessario observar um conjunto de alteracGes de parametros cardiometabdlicos. A presenca
de trés ou mais fatores de risco, como aumento do acumulo de gordura abdominal,

dislipidemia (colesterol HDL <40mg/dl e triglicérides >150 mg/dl), aumento da pressdo
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arterial em niveis >140/90 mmHg e glicemia de jejum >110mg/dl considerando esses valores
em humanos, caracterizam a SCM (1,3). Estima-se que 25% da populagdo adulta mundial
apresentam SCM, sendo no Brasil a sua prevaléncia de 29,6%, relativamente superior a
estimada em todo mundo, tornando-se, assim, um problema de saude publica (17,18).

A partir do fim da década de 80, a “Sindrome X” foi um dos primeiros termos
utilizados por Reaven para descrever a SCM, sendo relatado o papel central da sindrome a
resisténcia a insulina, que seria o fator etiologico comum ao agrupamento desses disturbios,
como hiperinsulinemia, tolerancia a glicose diminuida, baixos niveis de colesterol HDL, altos
niveis de triglicerideos e a hipertensdo (19). Em 1989, Kaplan incluiu a presenca da obesidade
central como um dos fatores associados a sindrome, focando na presenca de obesidade
central, diminuicdo da tolerancia a glicose, hipertrigliceridemia e hipertensdo; denominando a
sindrome de “Quarteto Mortal” a fim de destacar a sua associa¢do com o desenvolvimento de
DCV (20). Apesar de haver uma divergéncia na terminologia e também nos critérios para
diagnosticar a sindrome, ha um consenso sobre o uso do termo “sindrome metabdlica” e
presenca de no minimo trés fatores dos riscos descritos anteriormente (21-23). Nesse
trabalho, optamos em se referir a essa sindrome como “sindrome cardiometabOlica”
evidenciando a relevancia do sistema cardiovascular no desenvolvimento da mesma.

O fenétipo da SCM permite identificar individuos em risco para a ocorréncia de
doencas cronicas ndo transmissiveis (DCNT’S) (18), que no Brasil constituem a maior causa
de morbimortalidade da populacdo, sendo responsavel por 78% das mortes em 2019 (24). Na
classificacdo de DCNT’'S que podem compor a SCM, pode-se descrever primeiramente a
obesidade, a qual, juntamente com o sobrepeso, estd associada a maior parte das doengas
cardiometabdlicas e tem alcancado proporcBes epidémicas mundial (5). A obesidade é
caracterizada pelo acumulo e/ou desorganizagdo do tecido adiposo corporal, evidenciado pelo
aumento do nimero e tamanho dos adipdcitos que interfere na sua funcionalidade de estocar
energia, fornecendo-a em periodos de jejum atraves de lipdlise, e producdo e secrecdo de
diversos hormonios, como as adipocinas (5,25).

A desorganizacdo do tecido adiposo pode contribuir para eventos de apoptose e
necrose (25). Assim, ocorre o recrutamento de células inflamatdrias como os macréfagos, que
sdo responsaveis pela producdo de citocinas proinflamatérias, como o fator de necrose
tumoral-alfa (TNF-a), além de produzir espécies reativas de oxigénio, que também estimulam
a inflamacéo e prejudicam a funcdo do tecido adiposo (25,26). A associacdo desses fatores
estd intimamente relacionada a inflamacdo, destruicdo do tecido adiposo, diminuicdo da
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sinalizacdo da insulina contribuindo, assim, para o desenvolvimento da resisténcia a insulina
na SCM (26).

Muito se sabe da importancia do hipotalamo na regulacao de ingesta alimentar e gasto
energético por meio da integracdo de multiplas aferéncias neurais, metabdlicas e humorais da
periferia, sendo o nucleo arqueado (ARQ) a area considerada chave por ser o ndcleo receptor
das aferéncias periféricas sinalizadoras do balango energético crénico (27,28). Na maioria da
populacédo a obesidade é ocasionada por um desequilibrio entre a ingesta alimentar e o gasto
energético (17,29).

No contexto das DCNT’S, a Hipertensdo é caracterizada pela elevacdo cronica e
persistente da pressao arterial (PA) a niveis >140 e/ou 90mmHg (30). Esta é uma condicdo
clinica multifatorial que pode desencadear lesdo de artérias e nos 6rgaos alvos que recebem
maior fluxo de sangue, como o coracdo, rim e cérebro, além de estar associada a disfuncdes
metabdlicas (31,32). A presenca de fatores de risco como idade, desregulacdo nutricional,
obesidade e falta de atividade fisica podem desencadear ou agravar o quadro de hipertensdo
(31,32). A origem da hipertensdo pode envolver mecanismos de regulacdo da PA, sendo a
regulacdo rapida mediada pelo sistema nervoso autondmico (SNA) e a regulacdo a longo
prazo mediada pelo rim através do sistema renina angiotensina e aldosterona (SRAA). Estas
disfuncGes podem ser associadas a alteragdes em varios sistemas, como 0s sistemas renal,
cardiovascular, respiratorio e o nervoso (33,34). Um estudo realizado com dieta rica em
gordura, do inglés high fat diet (HFD), ofertada a ratos adultos por 30 dias, demonstrou
aumento da pressdo arterial mediada por possiveis alteracGes na atividade simpatica vascular
(35).

Alteracbes no perfil lipidico, como ja mencionadas acima, também podem ser
encontradas em individuos que apresentam a SCM. A dislipidemia é descrita como a presenga
de niveis anormais de lipideos na corrente sanguinea, devido distlrbios nas etapas do
metabolismo lipidico (36,37). Como resultado, o perfil lipidico sérico sofrera alteracGes e
estas podem incluir aumento do colesterol total (CT), dos triglicérides (TG), da lipoproteina
de baixa densidade (LDL-c) e diminuicdo da lipoproteina de alta densidade (HDL-c) (36-38).
O CT é um composto quimico da familia do alcool e é sintetizado pelo figado, por ser soltvel
apenas em gorduras é transportado na corrente sanguinea através das seguintes lipoproteinas:
VLDL (também conhecida como triglicérides), LDL-c e HDL-c (37,39,40).

O figado acumula os triglicérides na forma de VLDL e os libera pela corrente
sanguinea para alcancar as células que os armazenam e utilizam como energia. O VLDL sem

os triglicerideos, que foram entregues para os tecidos, passa a ser denominado LDL-c e o
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excesso de LDL-c na corrente sanguinea acaba disponibilizando colesterol esterificado para as
paredes das artérias, originando placas ateromatosas e consequentemente desenvolvendo a
aterosclerose. O HDL-c, por sua vez, extraindo o colesterol das paredes das artérias,
devolvendo-o ao figado para ser excretado (37,39,40). Embora a aterogénese seja um
processo multifatorial, as anormalidades no metabolismo das lipoproteinas sdo um dos
principais fatores para o desenvolvimento de DCV. A relagdo TG/HDL-c e CT/HDL-c séo
indicativos de risco cardiovascular mais sensivel e especifico comparado aos seus niveis
isolados, sendo cada vez mais utilizados como indicadores de risco de desenvolver DCV (41—
43). Individuos que possuem elevacdo dessas relacGes apresentam maior risco cardiovascular
devido ao desequilibrio entre o colesterol carregado pelas lipoproteinas aterogénicas e
protetoras (44).

Apesar de ainda pouco compreendido, sabe-se que individuos com desorganizacdo na
distribuicdo da adiposidade estdo constantemente sofrendo lipélise e gerando assim acidos
graxos livres (AGL) que atuam no figado sobrecarregando-o. Se o figado ndo consegue
remover esse excesso de AGL é desencadeada dificuldade na capitacdo da glicose e na
depuracdo da insulina, propiciando resisténcia tecidual a insulina (45). Nos adipdcitos,
responsaveis pelo armazenamento de gorduras, a presenca de resisténcia insulinica
desencadeia um aumento da liberacdo de AGL, enguanto no figado é determinada uma
diminuicdo na sintese de VLDL, resultando na liberacdo em excesso de particulas de VLDL
ricas em triglicerideos, que por sua vez geram uma cascata de eventos que determina a
reducdo nos niveis de HDL-c e aumento das particulas de LDL-c (46,47). Esta disfuncéo
lipidica pode ter como consequéncia 0 aumento da viscosidade sanguinea, resultando na
alteracdo do fluxo sanguineo, propiciando agregacdo plaquetaria e aumentando 0 risco
trombo6tico e também no desenvolvimento de hipertensdo (48). Nesse contexto, 0s
componentes da SCM como, o0 aumento no acumulo de gorduras, resisténcia a insulina e
presenca de indicadores para aterosclerose estdo intimamente associados.

A resisténcia a insulina (RI), como ja mencionada acima, € um dos principais
componentes que podem acompanhar a instalagdo da SCM (19). Esta condi¢do foi
caracterizada por Berson e Yalow em 1970, como um estado no qual niveis de insulina
maiores do que o normal Sd0 necessarios para provocar uma resposta quantitativamente
normal no organismo (49). Mais especificamente, a Rl é compreendida por uma ineficacia da
insulina plasmatica, em concentracdes normais, desencadear a captacdo da glicose, bem como
sua incapacidade de suprimir a gliconeogénese hepatica e inibir a produgdo de VLDL-c,

resultando em hiperinsulinemia compensatoria na tentativa de manter normais os niveis de
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glicose (50-53). Nesse contexto, a insulina € conhecida como um horménio metabdlico, o
qual é sintetizado pelas células B pancreaticas e estimula a captacdo de glicose em vérios
orgdos, principalmente nos musculos, tecido adiposo e figado, além de inibir a lipdlise no
tecido adiposo (54). A insulina que além do papel fundamental no transporte de glicose e
metabolismo energético celular, estimula a sintese de glicogénio e sintese de acidos graxos
(52), também desempenha fung¢des na estimulacdo de proteinas e de lipideos (55), além de,
frequentemente distdrbios na producdo e/ou sinalizacdo da via da insulina e resisténcia
tecidual estarem associadas com condi¢des iniciais de hiperglicemia (56).

Na literatura, a Rl acompanhada de hiperinsulinemia e hiperglicemia € sugerida como
um dos mecanismos unificador para doencas relacionadas a SCM (19). Estudos sugerem que
condicdes de hiperinsulinemia presente podem levar a RI, especialmente na presenca de
niveis aumentados de AGL, consequente obesidade (53,57). O acimulo de gordura na regido
abdominal é considerado um determinante critico da Rl em todo o corpo (54). Uma vez que,
em situacbes como esta, 0 numero de células B pancreaticas € aumentada assim como sua
funcéo, resultando no desequilibrio entre a taxa de producéo de insulina e a taxa de depuracédo
da insulina, somando-se a isso, alteragdes no nivel de insulina plasmatica, uma vez que, as
células B pancreaticas sdo a Unica fonte de insulina no organismo (52,53,57). A
hiperinsulinémica pode também estar relacionada a estimulagdo das células  pancreaticas por
aumento de AGL e altos niveis de glicose (57,58).

Na literatura descreve-se que 0 acimulo de AGL em tecidos ndo adiposos sensiveis a
insulina, como musculo e figado, pode prejudicar a captacdo de glicose mediada pela insulina
nesses tecidos (54,59,60); além de ativar a liberagdo de citocinas pro-inflamatérias, como o
TNF-a e interleucina 6 (IL-6), que colaboraram para o desenvolvimento da disfungéo
endotelial, acompanhada por rigidez arterial e consequentemente elevagdo da pressdo
sanguinea (53). Um estudo com HFD ofertada a camundongos adultos por 5 semanas,
mostrou a presenca de Rl acompanhada pela obesidade e altos niveis de glicemia plasmatica
logo apds o insulto (61). Outro estudo de coorte em humanos, acompanhados por 8 anos
(estudo do coragdo de Bogalusa), em 1996, mostrou uma associacao entre persistente niveis
elevados de insulina e o desenvolvimento de DCV em comparacdo com individuos
normoinsulinémicos; sendo que aqueles com hiperinsulinémia, também mostraram um
aumento no Indice de Massa Corporal (IMC), prevaléncia de obesidade, concentracdes de TG
e LDL-c elevados, além de aumento na PA (62).

A ocorréncia dessas desordens descritas acima, que podem compor a SCM, estéo

fortemente associadas ao estilo de vida atual, que envolve o sedentarismo, aumento do
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consumo de dietas ndo saudaveis (com excesso de sal e gordura saturada e baixo consumo de
frutas e vegetais), além de fatores como o consumo de tabaco e alcool, genéticos e hormonais
(63,64). Com o crescimento mundial da SCM nas Gltimas décadas, levou-se a introducéo de
varias terapias baseadas em exercicio fisico, nutricdo adequada, uso de farmacos entre outras;
no entanto, essas intervencdes sdo consideradas como uma forma de tratamento paliativo
quando h& presenca da SCM ou entdo preventivo a instalacdo de SCM. A complexidade dos
fatores envolvidos no desenvolvimento das doencas cardiometabolicas, tem direcionado
pesquisas para investigar as possiveis causas e possiveis mecanismos envolvidos na instalacéo

dessas doencas (65).

Developmental Origins of Health and Disease (DOHaD)

Evidéncias epidemioldgicas e experimentais realizadas desde a década de 80,
entrelacam a influéncia de insultos ambientais e nutricionais em janelas sensiveis do
desenvolvimento com alteracdes relacionadas com o desenvolvimento de doencas na vida
adulta (66). O conceito Origens Desenvolvimentista da Salde e Doenca originado do inglés
Developmental Origins of Health and Disease (DOHaD), expdem que estresses ocorridos em
periodos de desenvolvimento onde ha grande plasticidade dos 6rgdos e sistemas podem
desenvolver efeitos longevos no individuo, resultando em alteragdes tanto na estrutura como
na funcdo de 6rgdos e sistemas, caracterizando o efeito de programacédo para a ocorréncia de
doencas cardiometabdlicas na vida adulta (6,67).

Entre os principais insultos abordados na literatura que podem programar para
disfuncGes cardiometabdlicas estdo os insultos relacionados a dietas, exposic¢do a poluentes e
contaminantes alimentares, restricdo de crescimento intrauterino, estresse emocional, entre
outros (66). As principais fases susceptiveis para a programacdo de doengas sdo a
preconcepc¢do, a gestagdo, a lactagdo, a infancia e a adolescéncia (6,7). Um estudo na fase pré-
concepcional, com exposicdo maternal ao alcool (6,7%), programou a prole na vida adulta
para o desenvolvimento de hiperglicemia e baixos niveis de insulina, com um aumento das
citocinas inflamatdrias além de apoptose celular no pancreas, acompanhada pelo aumento da
suscetibilidade ao diabetes (68).

Muitos estudos enfatizam a gestacdo e/ou lactagdo como uma fase critica do
desenvolvimento, onde especula-se que o feto pode antecipar adaptacdes em resposta ao

ambiente intrauterino, resultando em ajustes permanentes no sistema homeostatico para ajudar
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a sobrevivéncia imediata e melhorar a sobrevida em um ambiente pds-natal adverso; sendo
que essa comunicacao pode ocorrer através de sinais hormonais emitidos pela mae através da
placenta e/ou leite materno (12,66,69). Além disso, 0 conceito de programacdo também pode
predispor para a saude na vida adulta, onde o risco para as doencas é considerado baixo se o
ambiente de desenvolvimento estd dentro da normalidade sem a presenca de insultos
prejudiciais (70).

Pesquisas epidemioldgicas que se referem ao contexto do conceito DOHaD,
demostram que insultos em fases criticas do desenvolvimento podem programar para DCV na
vida adulta. Estudos de coorte realizados com recém-nascidos com baixo peso ao nascer,
demonstram riscos aumentados para o desenvolvimento de doencas coronarias, acidente
vascular cerebral, diabetes mellitus tipo 2, aumento de adiposidade visceral e SCM na vida
adulta (71-73). Além disso, individuos adultos sobreviventes a prematuridade, apresentaram
maior risco para DCV na vida adulta como, aumento do niveis em jejum de insulina
acompanhada de resisténcia a insulina, intoleréncia a glicose, aumento de LDL-c, aumento da
pressdo arterial e maior risco para desenvolvimento de diabetes gestacional (74). Na literatura
estudos experimentais, apontam que insultos com dieta rica em gordura a 26% ou 60%
(61,75,76), com restricdo de proteina a 6% (77), ou dieta rica em sal a 4% de NaCl (78) em
fases perinatais podem predispor para aumento de peso corporal e acimulo de adiposidade,
hipertensdo e/ou hipertrofia cardiaca e alteracdes metabolicas.

Na fase da adolescéncia os estudos ainda sdo escassos, visto que, essa fase também é
considerada um periodo sensivel do desenvolvimento, tornando o adolescente vulneravel a
insultos que podem programar para a ocorréncia de doengas ao longo da vida. Vérios estudos
apontam que neste periodo de desenvolvimento ocorrem modificagdes no organismo
viabilizando seu desenvolvimento e amadurecimento rapido (79-81). Dentre estas
modificacbes pode-se citar as alteracdes hormonais responsaveis pelo desenvolvimento das
caracteristicas reprodutivas, associada a uma maior reorganizacdo cerebral, resultando em
alteracdes estruturais e funcionais no cérebro nesse periodo (79-81). Na adolescéncia também
ocorre uma maior exposicdo a fatores estressores ambientais e social, com uma maior
exposicdo a dietas inadequadas, com pouca quantidade de proteina e alto valor caldrico
(82,83). Considerando a susceptibilidade desta fase do desenvolvimento, insultos podem
causar uma desorganizacdo nesse periodo podendo resultar em um maior risco para
desenvolvimento de DCV na vida adulta (84,85).

Estudos recentes do nosso grupo de pesquisa realizados na fase da adolescéncia,

evidenciam que a dieta rica em gordura a 35% programou para uma disfuncdo metabdlica na
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vida adulta, com aumento de adiposidade, disfuncdo no metabolismo da glicose, além de
alteragBes no sistema reprodutor evidenciado pelo aumento anormal dos tdbulos seminiferos,
reducdo na altura do epitélio e no diametro dos tubulos seminiferos (8). Também
demonstramos que animais expostos ao consumo de agua rica em sal, programa para aumento
de peso corporal, hipertensdo arterial e hipertrofia cardiaca acompanhada do aumento da
fibrose perivascular e intersticial no coracdo aos 120 dias de vida (86). Em adicdo, outros
estudos com restricdo proteica, mostraram um aumento dos estoques de gordura, leve
aumento de glicose plasmatica, hiperinsulinemia, hiperleptinemia, dislipidemia, menor
liberacdo de ACTH, aumento da resposta colinérgica das ilhotas pancreaticas e niveis de
testosterona diminuido (87,88).

Dieta rica em gordura e DOHaD

Exposigdo de ratos a dieta HFD sdo usados como modelo experimental nutricional,
que se aproximam ao estilo de vida moderno. Nos roedores essa dieta altamente caldrica
durante a gravidez e lactacdo, resulta num fenétipo bem proximo a SCM em humanos
(9,89,90). De fato, a dieta hiperlipidica materna, causa alteracdes em diversos tecidos do
corpo em roedores e primatas ndo humanos (12). Alteracdes cardiovasculares tem sido
relatadas desde os estudos iniciais com programacao metabodlica, quando Barker e Osmond
relacionaram mortalidade infantil e doenca coronariana, em sobreviventes de uma mesma area
geografica (71,91). Em um estudo com HFD a 60 % de gordura por 3 semanas antes do
cruzamento, durante a gestacao e lactacdo, mostrou os efeitos a curto prazo desta dieta, onde a
prole, no desmame aos 21 dias, apresentou aumento nos niveis de glicose e insulina
acompanhado por resisténcia a insulina e intolerancia a glicose, além disso, os filhotes
possuiam aumento de tecido adiposo e taxa de proliferacdo das células  pancreaticas alterada
(92).

Estudos que avaliaram o impacto da dieta rica em gordura na vida perinatal (gestagédo
e lactacdo) sobre o cardiometabolismo, mostram um aumento do risco cardiovascular na vida
adulta. Observou-se nestes modelos, aumento de peso corporal, hiperinsulinemia (93),
hiperfagia, hiperleptinemia (94), altera¢cbes no metabolismo da glicose, resisténcia a insulina
(13,16,61), aumento nos niveis de leptina (69), doenca hepética gordurosa nédo alcodlica (93),
dislipidemia, hipertensdo, aumento da sensibilidade do barorreflexo (13,14), diminuicdo da

frequéncia cardiaca, funcdo vascular alterada, aumento do didmetro dos cardiomidcitos
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acompanhado por aumento do coldgeno caracterizando a fibrose cardiaca (12,76) e disfuncéo
renal (10), sendo essas disfungdes independentes da dieta pos-natal. Ainda, estudos em ratos e
camundongos, tem mostrado, que a dieta HFD materna leva a alteracdes morfolégicas como
hipertrofia dos adipdcitos, hiperplasia e hipertrofia das células beta pancreaticas, reducdo na
func@o mitocondrial hepética (94,95) e aumento da lipogénese de citocinas inflamatorias (16).

A adolescéncia como ja descrito anteriormente, também é considerada uma fase critica
do desenvolvimento capaz de programar o individuo para disfuncdes na vida adulta, porém,
ainda pouco relatado na literatura (8,86-88). Estudo do nosso grupo de pesquisa, evidenciou
que a oferta de HFD na adolescéncia promove alteracdes na vida adulta, como maior peso
corporal, intolerancia a glicose, aumento da deposicdo de tecido adiposo, diminui¢do no
consumo de oxigénio (VO2 max) e reducdo do gasto energético, parametros que foram
restaurados com o treinamento fisico, aléem de alteragdes no sistema reprodutor (8). Apesar
dos inimeros estudos sobre programacao cardiometabdlica induzida por HFD, sdo escassos 0S
trabalhos referentes ao uso de dieta rica em gordura durante a adolescéncia e que caracterizem
o fenotipo que compdem as doencas da SCM nesses animais na vida adulta.

As evidencias descritas acima que proporcionam a origem da SCM por insulto com
dieta rica em gordura em fases sensiveis do desenvolvimento, podem envolver mecanismos
associados a disfuncdes em vérios sistemas, como o sistema cardiovascular (12,96), o sistema
metabdlico (13,16,93), o sistema nervoso (16,96) e sistema renal (10). A resisténcia a insulina
(19), desregulacdo no sistema renina angiotensina (SRA) e atuacdo do sistema nervoso (SN)
(97) e o processo inflamatério cronico (98) tém sido sugeridos como potenciais mecanismos
fisiopatolégicos para as alteragcbes nos sistemas que sustentam as desordens presentes da
SCM.

Mecanismos envolvidos na Sindrome Cardiometabdlica

Os mecanismos por trés da regulacdo das desordens que constituem a SCM estdo
sendo relacionados com varios sistemas que modulam o funcionamento do organismo como
um todo, dentre eles podemos descrever a associagdo da SCM com a ativagdo acentuada do
SRA. O SRA ¢é compreendido como importante sistema fisioldgico, sendo responsavel por
modular processos homeostaticos na regulacdo do balanco hormonal e funcgdo cardiovascular.
Ligeiramente, a angiotensina Il (ANG I1) é o principal efetor do SRA, sendo produzida pela
reacdo em cascata enzimatica onde a renina € a enzima chave precursora que atraves da

clivagem do angiotensinogénio (AGT) que € produzido no figado gera a angiotensina I.
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Assim, a enzima conversora de angiotensina (ECA) cliva a angiotensina | produzindo a ANG
I1, que por sua vez se liga ao receptor AT1. A ativacdo deste receptor promove o aumento de
secrecdo de aldosterona pelas adrenais e do horménio antidiurético pela neuro-hipofise. Em
condi¢cdes aumentadas, essas substancias estimulam a vasoconstricdo, reabsorcdo de sodio e
agua, inflamacdo, hipertrofia, hiperplasia, estresse oxidativo e promove diminuicdo da
sensibilidade a insulina (99,100).

Distarbios cardiometabdlicos como hiperglicemia, obesidade e hipertensdo estdo
intimamente relacionados com um aumento nos niveis de ANG Il. Dessa forma, a ANG Il que
desempenha papel fisiolégico, porém em excesso, pode desenvolver efeitos fisiopatoldgicos
em VArios tecidos e 6rgdos como nos rins, sistema cardiovascular e tecido muscular (99). Em
condicdes de desorganizacdo e acumulo de tecido adiposo, ocorre a inducdo através dos
adipdcitos do estimulo da sintese de adipocinas interferindo na regulacdo dos componentes do
SRA. Ainda, o tecido adiposo quando em excesso, apresenta niveis elevado de AGT local,
que contribuem para producao de ANG Il, sendo responsavel pelo desenvolvimento de efeitos
que influenciam no aumento da pressao arterial como vasoconstri¢do, estimulacédo do sistema
nervoso simpatico e reabsorcdo de sodio e agua. Por estar associado a complicacdes na SCM,
a ativacdo exacerbada do SRA, além de contribuir para 0 aumento da pressao arterial, também
apresenta influéncia sobre o aumento da resisténcia a insulina, dislipidemias e inflamacéo
mediada por estresse oxidativo (99,101).

Nesse contexto, a ANG Il pode também reduzir a sinaliza¢do da insulina resultando na
diminuicdo da sua acdo, assim como a reducdo de captacdo de glicose pelo mdsculo
esquelético e figado, via reducdo do fluxo sanguineo na periferia através da acdo
vasoconstritora. Entre 0s mecanismos que sdo sugeridos para a contribuicdo de ANG Il na
resisténcia a insulina em condigdes de SCM podemos citar, a diminui¢cdo de proteinas do
substrato 1 do receptor de insulina (IRS1) no musculo esquelético, diminuicdo da fosforilagdo
de tirosina no receptor de insulina, assim como espécies reativas de oxigénio no masculo
esquelético, que por sua vez inibem a via do receptor PIz3K e o recrutamento do transportador
de glicose GLUT-4, além da ativacdo de NADPH oxidase (oxidando o LDL-c, que sua vez
também é responsavel por estimular a expressdao de AT1) (101). Neste contexto, quando
observamos esse conjunto de possiveis mecanismos frente a regulacdo da homeostase
glicosidica/insulinica e estimulacdo do estresse oxidativo via SRA frente a instalacdo da
SCM, podemos inferir que essas alteracfes nessas vias de regulagcdes podem influenciar na
desordem de seu funcionamento, acarretando possivelmente para a manutengdo dessas

doencas. Nesse cenario, a resisténcia a insulina esta estreitamente relacionada a ativagéo
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acentuada do SRA, sendo demonstrado por meio da influéncia dos componentes do SRA na
sinalizagdo da insulina (102). Kouyama e colaboradores, (2005) demonstraram que
camundongos knockout para receptor AT1 alimentados com dieta altamente calorica
mantiveram a sensibilidade a insulina preservada (103).

Ademais, a participagcdo SN, especificamente sistema nervoso autondmico (SNA), que
por sua vez é subdividido em simpatico (SNS) e parassimpéatico (SNP), também é descrito na
literatura como um dos possiveis mecanismos envolvidos na ocorréncia da SCM (104). sendo
0 tbnus simpéatico aumentado em oOrgdos-chave na obesidade, incluindo rim, mdsculo
esquelético e vasos periféricos (105). Na presenca de obesidade, distarbios no controle
autonémico da variabilidade da frequéncia cardiaca, incluindo diminui¢do do ténus vagal,
com ou sem aumento no ténus simpatico, também ja é documentado (105). Em adicéo a isso,
alteracdes na ativacdo simpatica em varios tecidos alvos parece ter importante papel na
patogénese da resisténcia a insulina relacionada a obesidade, hipertensdo, ativacdo do SRA
(105-107).

Neste cenario, a hiperinsulinemia que frequentemente acompanha a resisténcia a
insulina em condi¢Bes saudaveis do organismo, por si S6 promove ativacdo simpatica que
poderia induzir o aumento da presséo arterial. Contudo, a insulina também desempenha papel
vasodilatador de forma lenta, promovendo diretamente vasodilatacdo contrabalanceando o
efeito da hiperatividade simpética. Porém, em condi¢des de obesidade, o efeito da
hiperatividade simpatica é favorecido devido a uma possivel atenuacao do papel vasodilatador
da insulina no madsculo esquelético, possivelmente em razdo da diminuicdo captacdo de
glicose no masculo resultando na resisténcia a insulina (104,108). Também € proposto que a
diminuicdo da atividade simpatica parece estar relacionada com niveis diminuidos da taxa
metabolica que contribui para a obesidade em roedores (109). Nesse contexto, a via simpatica
eferente ndo atua uniformemente em todos os tecidos, assim, diferentes tecidos podem receber
diferentes niveis de impulso simpéatico ao mesmo tempo (109). Apesar disso, 0S mecanismos
pelos quais a obesidade e a resisténcia a insulina ativam o sistema nervoso simpatico e
contribuem para o risco de DCV, é complexa e perece ser influenciadas também por fatores
genéticos e ambientais (110,111).

Muito se sabe sobre a participacdo autonémica sobre a regulacdo da pressao arterial a
curto prazo, atuando de forma reflexa ou direta na regulacdo da frequéncia cardiaca, forca de
contragdo muscular cardiaca e no tecido muscular liso dos vasos sanguineos, afetando o
débito cardiaco e a resisténcia vascular periférica. O centro de controle do SNA é localizado

no tronco encefalico, sendo responsavel pelo controle cardiovascular medular, dando origem
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da inervagdo simpatica e parassimpatica. O processamento inicial das informaces
relacionadas a pressdo arterial e atividade cardiaca, € realizado primeiramente pelo nucleo do
trato solitario para posteriormente realizar a transmissao para 0s outros nucleos de controle.
Os neurdnios do bulbo ventrolateral rostral (RVLM) quando ativados, promovem a
estimulagdo simpatica para 0s vasos sanguineos e coragdo, promovendo vasoconstrigdo,
aumento da frequéncia cardiaca e forca de contracdo do coracdo. Enquanto que, o ndcleo
paraventricular do hipotalamo (PVN) possui ramificacbes para o RVLM e também
desempenha a funcdo do controle do ténus simpatico, associado a regulacdo da sede e do
apetite, resultando no controle do volume do liquido intersticial e plasméatico (112,113).
Ainda, o SN, além de seu papel sobre a atividade autondmica sobre tecidos metabdlicos
periféricos e na regulacdo da pressao arterial, ja € bem descrito na literatura a sua participacao
juntamente com vias do hipotalamo no controle do peso corporal, termogénese, ingestao
alimentar (114).

Sucintamente, o hipotdlamo realiza essa funcéo de controle por meio da integracao de
multiplas aferéncias neurais, metabodlicas e hormonais da periferia como por exemplo insulina
e leptina (27).As respostas desencadeadas pelas vias do hipotalamo séo dirigidas por meio de
eferéncias neuroenddcrinas via eixo hipotdlamo-hipéfise e SNA (27,28). Apesar de muitas
areas do hipotdlamo serem importantes no controle da homeostase energética, o nudcleo
arqueado (ARQ) é a area considerada chave por ser o nucleo receptor das aferéncias
periféricas sinalizadoras do balanco energético cronico (28). A leptina, desempenha papel de
sinalizacdo ao SN, principalmente ao ARQ, sobre os estoques de lipideos disponiveis no
organismo, impactando diretamente na determinacdo de respostas que propdem a regulacéo
da homeostase energética mediadas através do balanceamento da ingestdo alimentar e gasto
energético (28,115). Os receptores de leptina sdo abundantemente expressos nos nucleos
hipotaldmicos, assim, a leptina funciona como um sinal chave na regulagdo da homeostase
energética, derivada do tecido adiposo branco, cuja concentracdo plasmatica € diretamente
proporcional a presenca de adiposidade corporal (115). Uma desorganizacdo nesse conjunto
de acgdes, pode promover alteracBes na regulacdo da homeostase energética, resultando na
sustentacdo da obesidade acarretando o desenvolvimento de doencgas que compdem a SCM.

A RI também e bem descrita na literatura por participar como possivel mecanismo que
possa regular as doencas da SCM. A RI, como ja descrito anteriormente € um estado
patoldgico comum no qual as células-alvo ndo respondem aos niveis normais de insulina
circulante, resultando na incapacidade da insulina de fornecer glicose normal e homeostase

lipidica. Portanto, concentracfes de insulina mais altas do que o normal sdo necessarias para
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manter a normoglicemia, sendo essa condicdo estreitamente relacionada ao acumulo de
gordura central e consequentemente a SCM (116,117). O excesso de tecido adiposo
demonstrou liberar quantidades aumentadas de AGL que afetam diretamente a sinalizacdo da
insulina diminuindo a captacéo de glicose no musculo, além de, produzir sintese exagerada de
TG induzindo a gliconeogénese no figado. Além disso, outros fatores desempenham um papel
na resisténcia a insulina relacionada a SCM, como por exemplo os fatores de necrose tumoral
a, interleucina IL-6 , adiponectina além de outras adipocinas (54,117). Brevemente, entre 0s
mecanismos que envolvem a resisténcia a insulina com as doencas que compdem o grupo da
SCM, podemos citar a desregulacdo dos AGL e secrecdo de adipocina, fator de necrose
tumoral o e excesso de AGL (considerando que o tecido adiposo em excesso libera grandes
guantidades de TNF-a induzindo ao estresse oxidativo (117). Além de, varias acdes que
afetam diretamente uma cascata de eventos direcionados as doencas cardiometabdlicas, como
0 aumento de niveis de insulina como forma compensatéria de manter a glicose plasmatica
normal, acarretando dessa forma para o risco de desenvolvimento de DM2, assim como 0
aumento de liberacdo de AGL pelo tecido adiposo resultando na diminuicdo da sintese do
VLDL-c pelo figado, deixando-o com altos niveis de TG, possibilitando maiores chances de
desenvolvimento de aterosclerose assim como aumento da viscosidade sanguinea podendo
acarretar no aumento de niveis da pressao arterial (46-48).

O processo inflamatério também pode promover desordens nos sistemas que
desempenham o papel fisiopatol6gico nas comorbidades que compdem a SCM. Na literatura,
ja é demonstrado que o aumento dos marcadores inflamatorios, como o fator TNF-a e IL-6
estdo sendo associados com o acumulo de AGL em situacfes de excesso de tecido adiposo
assim como disfuncdo presente, relacionado com a presenca das doengas como resisténcia a
insulina e aumento da pressdo arterial, uma vez que, o0 TNF-a inibi a fosforilagdo de
receptores de insulina e aumenta a produgdo AGT (26,53,118,119). Além do mais, estudos ja
mostraram que ocorre um aumento nas oxitocinas inflamatdrias I1L-6, TNF-a e IL1-p no
hipotdlamo, mediados por excesso de lipideos, resultando em inflamacdo hipotalamica e
diminuicdo da sensibilidade a saciedade (120). Promovendo uma possivel desorganizagao
entre a ingesta alimentar e gasto energético, que acarreta em consequéncias metabdlicas
deletérias, como a obesidade e consequentemente alteragdes no metabolismo da glicose (120).
Portando, o aumento dos marcadores inflamatérios (IL-6, TNF-a) ¢ diminuigdo da atividade
das enzimas antioxidantes como a SOD, resultam no inicio do processo inflamatério

acarretando o funcionamento inadequado de varios sistemas e 6rgdos envolvidos (119).
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Justificativa

Diante as fortes evidéncias que indicam uma relacdo entre a exposicao a dieta rica em
gordura em fases criticas do desenvolvimento e a instalagdo da sindrome cardiometabodlica na
vida adulta, faz se de grande importancia cientifica a realizacdo deste estudo. O presente
estudo € de grande interesse para o publico-alvo e permitira uma melhor compreensdo dos
diversos componentes que juntos desenvolvem a instalacdo da SCM em condigdes de
programacdo do organismo. Este contribuird para o desenvolvimento de futuras intervencdes
de prevencdo, controle e terapéuticas capazes de amenizar a problematica do crescente
nimero de pessoas acometidas com esta sindrome. O presente trabalho explora a fase da
adolescéncia, como uma fase critica do desenvolvimento e possibilita uma melhor
compreensdo dos diversos fatores de risco fisiopatolégicos associados na instalagdo da SCM

em condic¢des de programacao.

Objetivo

Avaliar a presenca das caracteristicas da sindrome cardiometabodlica a longo prazo induzida

por HFD durante a adolescéncia de ratos machos Wistar.

Objetivos especificos

v Avaliar os parametros biométricos: ingesta alimentar (g), ingesta cal6rica (Kcal), peso
corporal, comprimento naso-anal, comprimento da tibia, peso do coracdo e dos principais
estoques de gorduras corporais;

v Avaliar os parametros bioguimicos (glicemia e perfil lipidico);

v Avaliar o metabolismo da glicose através dos testes de tolerancia a glicose via oral (0GTT)
e teste de tolerancia a insulina intraperitoneal (ipITT).

v' Estudar a pressdo arterial e frequéncia cardiaca em condic¢des basais;

<\

Avaliar a quantificacao de proteinas no coracao (Caspase-3).

v Avaliar as alterac@es histopatoldgicas no coragao.
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ABSTRACT

The objective of the study was to evaluate whether high-fat (HF) diet intake during
adolescence can program cardiometabolic syndrome (CMS) in adult rats. The research ethics
committee approved the study under CEUA n° 1527130815. At post natal day (PND) 30
Wistar rats were exposed to a high fat (HF, 35% lard) diet until PND 60 then fed a normal fat
(NF, 4.5% of fat) diet until PND 120. Control animals received the NF diet throughout life.
Body weight and food consumption were evaluated throughout the protocol. At PND 120
biometric, glucose metabolism (by ipITT and oGTT), histological analysis, protein expression
and cardiovascular parameters were evaluated. Statistical analyses were performed by Prism 8
software. The HF animals showed lower food intake (-45%, p=0.001) and higher caloric
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intake (+7%, p=0.027) during exposure to HF compared with control group. At PND 120, HF
animals presented overweight (+10%, p=0.001) increased Lee index (6+%, p=0.001) and
adiposity, hyperglycemia (+14%, p=0.016) and hypertriglyceridemia (+36%, p=0.009).
Plasma glucose levels during oGTT and ipITT were also higher in the HF group, whereas Kit
was significantly lower (-30%, p=0.043), pointing to a reduced insulin sensitivity. Systolic,
diastolic and mean blood pressure were increased in HF animals (+ 10%, p=0.009; + 19%,
p=0.004; + 13%, p=0.014 respectively). The analysis in the heart showed increased
perivascular and interstitial fibrosis (+42%, p=0.021; +%62, p=0.001 respectively) and
cardiomyocyte diameter (+29%, p=0.001) and caspase-3 protein expression was higher in the
heart of HF rats (+35%, p=0.032). A HF diet during adolescence programs to CMS in
adulthood. Our study points to the susceptibility of adolescence to HF diet insult as a critical

window of development.

INTRODUCTION

Cardiometabolic syndrome (CMS) has been a leading cause of morbidity and mortality in
the world. CMS is characterized when an individual has three or more health risk factors, such
as increased accumulation of abdominal body fat, high fasting glucose, dyslipidemia and
increased blood pressure (Ginsberg & MacCallum, 2009; World Health Organization, 2014).
Its worldwide prevalence can reach 85%, depending on the region, studied population and
used criteria definition. Furthermore, researchers point out that the prevalence of this
syndrome can double by 2030 (World Health Organization, 2014; Pérez-Martinez et al.,
2017). In this context, the factors causing these changes have still to be determined, but the
change in lifestyle (increased sedentary lifestyle resulting in obesity or overweight, stress and
changes in eating habits) observed in recent decades has been considered as a major
contributor to the installation of CMS (Buijs & Kreier, 2006).

Among the various risk factors associated to CMS, the changes in diet composition seems
to have a key role. In this sense, the Developmental Origins of Health and Disease (DOHaD)
concept shows that insults, such as overnutrition carried out in sensitive windows of
development as preconception, gestation, lactation and infancy, predispose individuals to
develop chronic diseases in adulthood, including CMS (Barker et al., 2002; Barker, 2007).
Studies have shown that High-fat diet (HF) during pregnancy and lactation induces obesity,
hyperphagia, leptin resistance, hyperleptinemia, changes in glucose metabolism, insulin
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resistance, nonalcoholic fatty liver disease, dyslipidemia, hypertension, increase baroreflex
sensitivity, increased left ventricular, lowered heart rate, altered vascular function, increased
cardiomyocyte diameter and fibrosis cardiac and renal dysfunction, observed in offspring
during adulthood (Armitage et al., 2004, 2005; Parente et al., 2008; Henry et al., 2012;
Franco et al., 2012; Williams et al., 2014; Barbosa et al., 2020; Fante et al., 2021). However,
it appears that the impact of HF diet exposure during adolescence on long term

cardiometabolic function is not known.

The adolescence has also been considered a critical window of development, because at
this life period it is still observed a brain reorganization, maturation and hormonal ripening,
which may be affected by some stressful factors, such as inadequate nutrition, which may
impact long term health condition (Blakemore & Choudhury, 2006; Blakemore et al., 2010;
Soliman et al., 2014; Burggren & Mueller, 2015). In this context, some studies have
demonstrated metabolic changes in adulthood induced by dietary insult during adolescence
(de Oliveira et al., 2013, 2018). Previously we showed HF diet exposure from adolescence
until adulthood induces glucose metabolism dysfunction and increased adiposity and body
weight (BW). Furthermore, we also showed that HF diet exposure during adolescence also
induces long term metabolic and reproductive dysfunction (Ibafiez et al., 2017). However, the
susceptibility to CMS was not yet evaluated in this HF model. The hypothesis of this study is
that exposure to high fat diet during adolescence induces long term structural and function

changes that may programming to CMS at adulthood.

METHODS

The handling of animals and experimental procedures were performed according to
the rules of the National Council of Animal Experiments Control (CONCEA) and the
Brazilian Society of Science in Laboratory Animals (SBCAL) and approved by the Ethics
Committee on Animal Use of State University of Maringa - CEUA/UEM (protocol number
1527130815).

Animals and experimental conditions

Male Wistar rats (PND 25) were housed in polypropylene cages (45 x 30 x 15 cm) at
the Animal Facility of the Laboratory of Secretion Cell Biology, Department of

Biotechnology, Genetic and Cell Biology of State University of Maringa. Animals were hosed
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in controlled temperature (23+ 2 °C) and photoperiod of 12h light-dark conditions, with water
and food ad libtum. After 5 days of environmental adaptation, at PND 30, the animals were
divided into two groups: a control group fed a normal fat diet (NF; n = 30) of standard chow
(Nuvital®, Curitiba, Parand, Brazil; 4,5% of fat; 3.08 kcal/g;); and rats fed a high-fat diet
(HF; 35% of lard; 5.87 kcal/g; n = 30), as previously (Barella et al., 2012; Gomes et al.,
2013; Ibafiez et al., 2017). The HF was offered for 30 days, after that, at PND 60, animals
were fed with standard chow until PND 120. Food intake was assessed three times a week and

BW weekly during the experimental period.

Intraperitoneal insulin tolerance test (iplTT)

At PND 120, after 6 hours fasting, 12 animals per group received an intraperitoneal
injection of recombinant human insulin (1U / kg of PV, Eli Lilly®, Sao Paulo, Brazil). Blood
samples were collected through a small tail cut at O (before insulin injection) and 15, 30, 45
and 60 minutes after injection, and glucose was measured at each corresponding time point
using a glucometer (ACCU -CHEK® Advantage, Roche Diagnostics, Mannheim, Germany).
Subsequently, the constant rate of glucose decay (Kit) was calculated using the formula 0.693
/ t12, where t12 is the half-life of plasma glucose calculated by including the curve obtained
during the linear decay phase of the plasma glucose detected at time 0 to 60 minutes after
insulin application (Bonora et al., 2000; Miranda et al., 2018). The sensitivity to insulin was
greater as faster and more intense the fall in glucose during the test (Geloneze & Tambascia,
2006).

Oral glucose tolerance test (0GTT)

After two days of ipITT recovery, the animals (n= 12/group) were fasted for 12 hours.
Weighed and a blood sample was taken via the tail (time 0) by means of a heparinized
capillary tube (75mm of length, 1.5 mm in external diameter). The rats received 1 U / kg of
BW of glucose as a 50% aqueous solution, via oral gavage. Blood samples were obtained at
15, 30, 45, 60 and 120 minutes and glucose was measured at each corresponding time point
using a glucometer (ACCU -CHEK® Advantage, Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)
(Islam et al., 2009). Blood samples were centrifuged at 10,000 rpm for 5 min for plasma

collection and stored at -20 °C for subsequent quantifications.
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Euthanasia and samples collection

Twelve hours fasting adult animals from each experimental group (PND 120; n = 11-
12 /group) were anaesthetized (thiopental 45 mg/kg of BW). Body weight and the Naso-anal
length (NAC) was measured to calculate the Lee index (Lee index = (BW [g]1/3 / body length
[cm]) x 1000) (Bernardis & Patterson, 1968; Gomes et al., 2013). Animals were euthanized
by decapitation. Interscapular brown adipose tissue (BAT), periepididymal (EPI),
retroperitoneal (RP) and mesenteric (MES) fat pads, and heart were removed and weighed.
Tibia length (condyle to the medial malleolus) was measured and relative heart weight to tibia
length was calculated as an indication of cardiac hypertrophy (Yin et al., 1982). The weight of

each fat stock was expressed relative to BW of the respective animal (g/100g BW).

Biochemical assays

Blood samples were collected in the same 12 hours fasting animals euthanized for
biometric evaluation and stored at -20 °C for subsequent quantifications. The glycemia was
guantified with the glucose oxidase method by spectrophotometry (semi-automatic
biochemical analyzer, BIO 200FL, Bio Plus®, Sdo Paulo / SP, Brazil), using a commercial kit
(Gold Analisa®, Belo Horizonte / MG, Brazil) (Trinder, 1969).

Total cholesterol was measured using the colorimetric method of Total Cholesterol
(CT) oxidase and triglycerides (TG) were measured using the colorimetric method of
glycerol-3- phosphate oxidase using commercial kits (Gold Analisa®, BeloHorizonte / MG,
Brazil), both readings were performed on spectrophotometry equipment (Semi-automatic
biochemical analyzer, BIO200FL, Bio Plus®, Sdo Paulo / SP, Brazil). HDL-cholesterol
(HDL-c) was determined after precipitation of chylomicrons and low-density lipoproteins was
determined with a commercial kit (Gold Analisa®, BeloHorizonte / MG, Brazil). After
chylomicrons precipitation HDL-c was determined using the method described above for the
measurement of TC. The results were expressed in mg/dL. The ratio between TG/HDL-c
levels and TC/HDL-c was used to estimate cardiovascular risk (Millan et al., 2009; Munoz,
2009; Martins et al., 2017; Fortes Almeida, 2018).

Arterial e venous catheterization
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Another batch of adult offspring (PND 120; n = 11-16 / group) from both experimental
groups received injectable anesthesia (ketamine-xylazine; 75mg + 15mg / kg of BW via
intraperitoneal). Two cannulas (P10 -Micro-Renathane connected to two P50 cannulas -
ClearTygon) were inserted in the animal, one in the femoral artery for BP monitoring and
another in the femoral vein for the administration of drugs. At the end of the surgeries, the
animals received anti-inflammatory analgesic (Meloxican, 0.4mg / kg, IV) and antibiotic
(Enrofloxacin 5mg / kg, 1V., 8/8 hours) and were kept in individual boxes for cardiovascular
evaluation after 24 hours of recovery (Barbosa et al., 2020). Animals used in this test were not

used in other experimental procedures.

Blood pressure recording

After an hour of adaptation to the environmental conditions, baseline blood pressure
records were performed for 30 minutes. The experiments were carried out between 09:00 and
12:00 hours with the animals free in individual boxes. The arterial cannula of the rat was
connected to a pressure transducer (MLT0670, AD Instruments, Dunedin, New Zealand)
which was connected to a computerized recording system (Insight, Ribeirdo Preto, Brazil) that
uses the DI 158 system for signal acquisition (WinDaq lite, DataQ instruments, United States
of America).

The data were pre-analyzed using specific Advanced CODAS software (Data Q
instruments, United States of America) to identify stable periods of recording and exclusion
of erratic signals. The values of Systolic (SBP), Diastolic (DBP), Mean (MBP) Blood
Pressure and Pulse Interval (Pl) were transferred to an Excel spreadsheet for analysis
(Microsoft Office, 2016) over 10 minutes of recording under stable baseline conditions. Heart
rate (HR) was calculated from the pulse interval calculated in ms, considering the formula
(60000 / IP in ms).

Histological analysis of the heart

Heart samples (n = 5 /group) were processed as previously described (Junior et al.,
2019). Briefly, hearts were fixed in paraformaldehyde solution (4%) and included in
histological paraffin (Histopar, Easypath, S&o Paulo, Brazil). The samples were sectioned in

non-serial cuts of 6 um thickness and stained with hematoxylin and eosin and Picrosirius Red.
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The photomicrographs were made in a light microscope coupled to a digital camera
device (DM500 plus ICC50 HD, Leica Microsystems, Wetzlar, Germany), amplified 1000 x
for the measurement of the left ventricle and cardiomyocytes (100 cardiomyocytes / group),
100 x for measurement perivascular fibrosis (25 images /group) and 100 x for interstitial
fibrosis (50 images / group). Photomicrographs of the cross sections of the left ventricular
cardiomyocytes were analyzed. The distance between the upper and lower parts of the plasma
membrane was measured and the height of the core of each cardiomyocyte was measured
(Junior et al., 2019).

The mean + standard error of the cardiomyocytes diameter were calculated for each
animal, and the results were compared between groups. Photomicrographs containing
collagen labeling in the fields with the sectioned arterioles were analyzed. The perivascular
fibrosis index (PFI) was determined by dividing the total area of fibrosis and the area of the

vessel lumen (Junior et al., 2019).

Interstitial fibrosis was analyzed by stereology, using a mesh composed of 300 test
points. The percentage of interstitial fibrosis was estimated by the proportion between the
number of points that reach the red, marked collagen, and the total test points. The mean £
standard error of the mean PFI and the percentage of interstitial fibrosis for each animal were
calculated and the results compared between groups. Cardiomyocyte diameter and PFI
analyzes were performed using ICY software (Institut Pasteur, Paris, France). Interstitial
fibrosis was assessed using Image Pro Plus v6 (Media Cybernetics, MD, USA) (Junior et al.,
2019).

Western blotting of the heart

Left ventricle samples (n = 3-5 / group) were processed as previously described
(Chavaglia Cavalet et al., 2020). Briefly, samples were grinded in ice-cold lysis buffer, the
lysates were centrifuged, and the supernatants collected. The supernatants were quantified,
and equal amounts of protein were denatured in Laemmli buffer. Aliquots containing 40 ng of
protein were submitted to separation by SDS-PAGE, and then transferred to nitrocellulose
membranes. Membranes were incubated with specific antibodies for proteins of interest
(Table 1), according to manufacturer instructions, and chemiluminescence were detected by
an image documentation system (ImageQuant LAS 4000 series, GE Healthcare, Chicago, IL,
USA). The intensity of the bands was quantified by relative optical density using FIJI
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software (ImageJ, NIH, Cambridge, MA, USA). GAPDH (Glyceraldehyde-3-Phosphate
Dehydrogenase) was used as load control (Chavaglia Cavalet et al., 2020).

Statistical analysis

Data normality was verified by the Kolmogorov-Smirnov test. To compare differences
between groups, unpaired Student’s t test was used, and the level of significance was set at
p<0.05. To compare the differences in BW, food intake, ipITT and oGTT parameters, two-
way ANOVA test, with time and diet as independent factors, was used for multiple
comparisons followed by the Sidak post hoc test, with level of significance at p<0.05. Prism 8
version 8.01 software (GraphPad, San Diego, CA, USA) was used for data analysis and to
build graphics. Data are expressed as the percentage value of difference the p value.

RESULTS

Biometrical and biochemical parameters

During adolescence HF rats showed a reduction of absolut food intake (-45%; p <
0.001; Fig. 1A, B and C) and an increase of caloric intake (+7%; p < 0.01; p < 0.01; P <0.05,
respectively; Fig. 1D, E and F) compared with control animals, however no difference
between groups was observed in the dietary recovery period. In addition, HF animals
presented higher BW gain from the fourth week until the thirteenth week (PND 120)
compared with NF group, as it is showed by the curve and area under curve of gain weight
(+9%; p < 0.05; P <0.01, p < 0.001, respectively; Fig.1G and H). The HF animals remained
with greater BW at the end of the experimental protocol and showed an increase in the Lee
index when compared with the control (+ 10%, +5%; p < 0.001, p < 0.001, respectively; Fig.
1l and J;).

Besides that, an increase of the periepidydimal (NF: 1.059 + 0.334 vs. +28%, HF:
1.403 = 0.102 p < 0.01, Fig 2A), retroperitoneal (NF: 1.232 £ 0.551 vs. +44%, HF: 1.783
0.112 p < 0.001, Fig 2B), mesenteric (NF: 0.811 £ 0.180 vs +22%, HF: 0.991 + 0.080, p <
0.01, Fig 2D) and interscapular brown adipose stores (NF: 0.086 + 0.022 vs. +25%, HF: 0.109
+ 0.009, p < 0.05, Fig 2D) was observed compared with controls. The normalized heart mass
of the HF group were heavier than control animals (NF: 0.474 + 0.053 vs. +10%, HF: 0.528 +
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0.019, p < 0.05; Fig. 2E). HF rats showed increased tibia length compared with control group
(HF: 4.205 + 0.024 vs. +3%, NF: 4.038 + 0.167, p < 0.001; Fig. 2F).

HF animals showed an increase in fasting blood glucose and triglycerides (+12%, p=
0.016; +36%, p=0.007, respectively; Table 2). Although the total cholesterol and HDL
cholesterol did not show significant difference between the groups, the triglyceride to HDL
cholesterol ratio levels were high at HF animals (+31%, p=0.010; Table 2).

Glucose homeostasis

As shown in Fig. 3A, the glucose level during ipITT remained higher in the HF group
(+20%, p <0.009; Fig. 2A). However, the Kitt was significantly low in these animals -30%
(NF: 1.127 £ 0.32 vs. HF: 0.799 + 0.152, p= 0.043; Fig. 2B).

During the oGTT, a peak in glycaemia was observed 15 min after glucose injection,
and euglycemia was restored within approximately 120 min (Fig. 3C). At time zero (+14%)
and at the peaks on 15 (+15%) and 30 (+6%) min of the curve, HF rats exhibited greater
blood glucose concentration compared with NF animals (NF: 85.50 £ 12.17 p < 0.001 vs.
HF: 97.67 £ 1.98; NF: 117.5 + 18.17 vs. HF: 135.7 + 2.97, p < 0.001; NF: 109.4 + 7.16 vs.
HF: 116.6 + 2.35, p < 0.01, respectively; Fig. 3C), which translated to a greater area under the
curve of glycaemia (+8%, p < 0.001; Fig. 3D).

Arterial pressure, heart rate, cardiac histology and caspase-3 protein analysis in heart

HF rats showed an increase in SBP (NF: 128 + 4.25 mmHg vs. HF: 142 £ 5.21; p =
0.009; Fig. 4A), MBP (NF: 102 + 4.45 mmHg vs. HF: 116 £+ 5.42; p = 0.014; Fig. 4B) and
DBP (NF: 81 £ 4.71 mmHg vs HF: 97 £ 4.97; p = 0.004; Fig. 4C). There was no significant
difference in heart rate between the groups (Fig. 4D). Furthermore, histological analysis
shows significant increase of +42% in the perivascular fibrosis index (vs. NF: 2.28 + 0.96 vs.
HF: 3.25 = 0.33; p = 0.021; Fig. 5D, E and F) and interstitial fibrosis +62% ( NF: 5.23 + 3.27
vs. HF: 8.23 £ 0.37; p = 0.001; Fig. 5G, H) accompanied for increase in the cardiomyocyte
diameter +29% (NF: 9.02 + 2.71 vs. HF: 11.73 + 0.38; p = 0.001; Fig. 5A, B and C) in HF
group compared with NF group. In addition, HF animals showed an increase of the Caspase-3
expression of +35% in the heart when compared with control group (NF: 100 + 35.2 vs. HF:
135 £ 15.4; p = 0.032; Fig. 5J).
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DISCUSSION

In this study, we demonstrated that the animals exposed the HF diet during
adolescence developed CMS in adulthood, characterized by obesity, hypertriglyceridemia,
hyperglycemia, hypertension and insulin resistance. The HF animals also showed cardiac
structural changes pointing to a process of early cardiac remodeling, which could be a
consequence of the body's overloaded condition facing the cardiometabolic alterations. The
role of HF diet during adolescence as a programming insult to CMS in adulthood, showed in
the present study, add relevant information on the well-known knowledge of DOHaD
concept, which coined that perinatal insult induces metabolic syndrome in adulthood.
Adolescence is an important life time for development and organization of brain structures,
when it is observed intense neuroendocrine and reproductive changes (Ebling, 2005; Salam &
Bhutta, 2015). Several studies indicate that exposure to environmental stressors in critical
period of development may be responsible for the development of later metabolic diseases,
(de Oliveira et al., 2013; Reynolds et al., 2015; Ibafez et al., 2017), however, from our
knowledge, this is the first study that points to adolescence a susceptible window to program
to CMS.

Obesity is admittedly a chronic multifactorial disease, which compose the CMS.
Agreeing with previous result on the same experimental model (Ibafiez et al., 2017), the
present study shows that, male rats fed with HF diet by 30 days, during adolescence, have an
increase in BW, adipose tissue and Lee index at adulthood, pointing to an obesity, composing
the present CMS. It is important to highlight that the increased of BW observed after the HF
diet exposure, could be related to the increase in calories consumed during the special diet,
which would be programming the brain metabolic regulation in the hypothalamus. As well as
observed by Pimentel and collaborators in 2012 where a diet rich in trans-fat during
pregnancy and lactation promoted an increase in the inflammatory oxytocins IL-6, TNF-a and
IL1-B in the offspring's hypothalamus at 90 days, resulting in inflammation hypothalamic and
decreased sensitivity to satiety, which promoted deleterious metabolic consequences, such as
obesity, even after consuming a standard diet (Pimentel et al., 2012).

This alterations could be related to an imbalance between caloric intake and energy
expenditure, resulting in an increased adiposity, since this entire process may be related to the
reduced mobility of these animals that were exposed to HF diet (Upadhyay et al., 2018; Wu et
al., 2018). In addition, visceral adiposity is frequently correlated with metabolic impairment

and dyslipidemia, which promotes a vicious cycle involving lipid accumulation and
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inflammation and increase of angiotensinogen (Yvan-Charvet & Quignard-Boulangé, 2011;
Bastien et al., 2014; Kayser et al., 2015; Lopes et al., 2016). One limitations of the present
study is that the energy expenditure of these animals was not measured, which could provide
relevant information to better understand weight gain pattern, as HF animals did not show
hyperphagia throughout the experimental protocol.

The present pattern lipid panel was similar with other studies that challenged other
susceptible windows (Khan et al., 2005; Desai et al., 2014; Zhou et al., 2015). The TG level,
the TG/HDL-c and TC/HDL-c ratio are considered as important biomarker of cardiovascular
risk (Millan et al., 2009), the present increase on triglycerides observed in HF animals may be
associated with the accumulation of fat and the potential decrease in energy expenditure, as
triglycerides are one of the body's energy sources (Liu et al., 2017). Interestingly, the TC
fraction was not altered, TC//HDL-c increased but not signification, but the TG/HDL-c ratio
were increased in the HF animals. Studies partially corroborating the data from the present
study, Vijaimohan and collaborators, in a study outside the programming windows, observed
at the 100 days in rats that consumed a high-fat diet for 8 weeks, an increase in TG and TC
levels and in ratios TG/HDL-c and TC/HDL-c (Vijaimohan et al., 2006). Although not
programming data, in another study, the authors also observed in animals exposed to a high-
fat diet (20%) for 2, 4 or 8 weeks an increase in TC and TG levels as well as in the TC/HDL
ratio (Cherng & Shih, 2005). Although our the data do not show a significant increase for the
TC/HDL ratio, this could be due to the fact that our animals did not show a decrease in total
HDL levels, which could suggest that these levels are still under constant modification.

Considering, the cardiovascular risk indicators are more sensitive and specific in
relation to their isolate levels, when we have the presence of obesity associated with insulin
resistance, in adipocytes, insulin resistance triggers an increase in the release of fatty acids,
while in the liver a decrease in the synthesis of VLDL, resulting in excess release of
triglyceride rich VLDL particles, which in turn generate a cascade of events that determines a
reduction in HDL-c levels and an increase in LDL-c particles, may cause deposition of
cholesterol in the arteries and aorta which can result in increase the risk for development of
cardiovascular events and dysfunctions of metabolism (Howard, 1999; Brites et al., 2000).

The fasting glucose increased, glucose intolerance and insulin resistance observed in
the present study corroborates with other studies that challenged animals with HF diet during
susceptible windows of development (Barella et al., 2012; Ibafiez et al., 2017), and in mice
during gestation and lactation (Melo et al., 2014). Lee And collaborations in 2011, showed

that the high-fat diet (60%) offered to mice for 5 or 10 weeks outside the programming
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window period, promoted insulin resistance accompanied by increased adipocyte area and
increased gene expression pro-inflammatory in white adipose tissue (Lee et al., 2011).
Peripheral insulin resistance involves cellular inflammatory responses believed to be caused
by excess lipids (Posey et al., 2009), this is consistent with the notion that macrophages
present in adipose tissue generate a sustained pro-inflammatory tone that negatively affects
adipocyte insulin sensitivity (Posey et al., 2009; Lee et al., 2011).

Consequently, the increase and dysfunction of adipose tissue may contribute to insulin
resistance reducing glucose absorption and by modulating the action of insulin in the liver and
muscle through secreted adipocytokines (considerate of the adipocytokines play an important
role in energy balance homeostasis, insulin sensitivity, and cardiovascular disease),
consequently, favoring the development of type Two diabetes. Furthermore, the insulin
resistance observed in our study in rats adulthood may be developed earlier, as observed by
Melo and collaborators in 2014, where a diet rich in fat during pregnancy and lactation
promoted insulin resistance at 28 days in mice and this early insulin resistance can lead to the
loss of the ability to modulate energy homeostasis, resulting in excessive weight gain and
another metabolic consequences (Melo et al., 2014). Furthermore, these finding may suggest
a potential hyperinsulinemia, as observed in other studies (Martins et al., 2018), however a
present limitation is that insulinemia was not measured and would give relevant information
on the type Two diabetes observed in this animals, and suggestions of a possible sympathetic

dysfunction that could be present at elevated insulin levels.

Our data shows that HF diet during adolescence increase blood pressure at adulthood,
corroborating with studies of metabolic programming by maternal HF diet (Franco et al.,
2012; Zhang et al., 2018; Barbosa et al., 2020), pointing to the susceptibility of adolescence
to programming of hypertension. The physiopathology of hypertension in the CMS has been a
point of discussion. While the obesity and hyperglycemia appear to be associated and
dependent on the insulin resistance, it appears that a possible hyper sympathetic activity and
possible renin angiotensin aldosterone system disorganization may be overloading the
peripheral system and consequently driving the increase in blood pressure observed in the
CMS (Engeli, 2006; Williams et al., 2014; Moreira et al., 2015; Seravalle & Grassi, 2016).

The increase in the cardiomyocyte diameter, interstitial fibrosis and perivascular
fibrosis observed in the present HF animals characterizes a left wall ventricular hypertrophy.
Furthermore, the increase in capase-3 (an apoptotic factor), may suggest a cell death in the
heart wall, suggesting a cardiac overload evidenced by the increased blood pressure and left
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ventricular hypertrophy, which could pointing to the beginning of a cardiac remodeling
process (Yang et al., 2013). Programming studies with HF diet during pregnancy and
lactation point to a more advanced cardiac morphological disorganization at adulthood,
including collagen deposition in the heart (Parente et al., 2008; Siddeek et al., 2019), and
changes in heart expression of miRNA related to cardiac structure and function (Siddeek et
al., 2019). The discrepancy between the quality of cardiac structural changes between the
insult period may be due to the well-formed heart during adolescence, compared with

perinatal life.

The dataset presented in this study confirm our hypothesis that adolescence is a
susceptible window to cardiometabolic programming, induced by HF diet. Although this
work has a phenomenological approach, studies on physiopathology of CMS have pointed out
that the pro-inflammatory state and the oxidative stress induced by the high-fat diet, may be
driving the central nervous system disfunction and renin angiotensin aldosterone system
disorganization, being closely related to hypertension, obesity, glucose metabolism
dysfunction (Engeli, 2006; Posey et al., 2009; Williams et al., 2014). Further studies are
necessary to explore the physiopathology of the programed CMS induced by HF diet in
adolescence.

CONCLUSION

Altogether, it is possible to conclude that HF consumption during adolescence
programs to CMS in adulthood, sustained by obesity, hypertriglyceridemia, hyperglycemia,
hypertension and insulin resistance, associated with cardiac structural alterations. The present
study confirms the susceptibility of adolescence as a critical window of development and
shows a new model to explore the physiopathology of CMS. Furthermore, these results are
relevant to reflections on public policies for the control of CMS especially in populations
vulnerable to inadequate nutrition, as observed in adolescence. Giving the message that a

rational exposure to HF diet in adolescence may prevent long-term cardiometabolic disease.
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TABLE

Table 1. List of antibodies used for western immunoblotting.

Antibody Manufacturer and catalog # Source Dilution
Anti-Caspase-3 Santa Cruz, CA, USA (SC-271759) Mouse monoclonal ~ 1:500
Anti-GAPDH Santa Cruz, CA, USA (SC-25778) Rabbit polyclonal 1:1000

Table 2. Effects of high-fat diet during adolescence on biochemical parameters.

Biochemical parameters NF HF P value
(mg/dL)

Glycemia 94 +2.35 107 £ 4.75 0.016*
Triglycerides 141 +11.40 195 +12.23 0.007**
Total cholesterol 89+791 97.17 £5.13 0.137
HDL - cholesterol 48 +3.00 51+4.35 0.498
Triglycerides/HDL-c 2.99£0.83 3.82+0.29 0.010*
Total cholesterol/HDL-c 188 +0.13 2.02+0.15 0.038

* NF, normal fat diet; HF, high-fat diet; n = 12 animals per group. Data are presented as the mean + SEM.
Unpaired Student's t-test, *p < 0.05 and **p < 0.01.
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Fig. 1: Effects of high-fat diet during adolescence on biometrical. Curve of food intake in grams (A), area
under curve (AUC) during the adolescence period (B), area under curve (AUC) during the dietary recovery
period (C). Curve of food intake in in kcal (D), AUC during the adolescence period (E), AUC during the dietary
recovery period (F). Curve of weight gain (G), AUC of weight gain (H), AUC of body weight (I). Lee index (J).
N = 12 - 30 animals per group NF, normal fat diet; HF, high-fat diet. Data are presented as the mean = SEM or
SD. I, interaction between treatment and week factors. Unpaired Student's t-test or Two-way Anova, *p < 0.05,
**p < 0.01 and *** p <0.001.

>

N
o
]

=
ol
1

(g/&_OOg BW)
2

Tissue
I
T

Periepididydimal Adipose

o
o
L

NF

0.15+

0.10+

0.05+

Brown Adipose
Tissue (g/100g BW)

0.00-

HF

T

NF

T

HF

Retroperitonial Adipose
Tissue (g/100g BW)

Heart (g/Tibia Lenght)

2.59

2.09

1.54

1.09

0.5+

0.0-

0.6

0.4+

0.2

0.0-

——
T T
NF HF
T T
NF HF

C
1.5-
oo
g2
£ 5 1.0
28
O
T3
2 2 05
[CRN7)]
=
0.0-
F
4.5
E 4.01
"o
£ 3.5-
(o))
&
— 3.01
ol
2 254
2.0-

- —
NF HF
*kk
T T
NF HF

Fig. 2: Effects of high-fat diet during adolescence on biometrical. Periepididymal (A), retroperitoneal (B),
mesenteric (C) and brown (D) adipose tissue, heart g/tibia weight (E), tibia length (F). N= 11-12 animals per
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Fig. 4. Arterial pressure in animals 120 days old at baseline. Systolic arterial pressure (B), mean arterial
pressure (C), diastolic arterial pressure (D) and heart rate (D). N = 11-16 animals per group NF, normal fat diet;
HF, high-fat diet. Data are presented as the mean £ SEM. Unpaired Student's t-test, *p < 0.05 and **p < 0.01.
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Fig. 5. Effects of a high-fat diet during adolescence on cardiac histological analysis and western blotting.
Cardiomyocyte diameter (A) and representative photomicrographs (x1000 magnification, scale bars = 250 um)
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showing cardiomyocytes longitudinal sections from NF (B) and HF (C) animals stained with hematoxylin and
eosin. Perivascular fibrosis index (D) and representative photomicrographs (x400 magnification, scale bars = 50
um) showing ventricular vessels longitudinal sections from NF (E) and HF (F) animals stained with picrosirius-
red. Interstitial fibrosis (G) and representative photomicrographs (<100 magnification, scale bars = 50 pm)
showing longitudinal sections of left ventricles from NF (H) and HF (I) animals stained with picrosirius-red.
Western blot analysis of Caspase-3 (J). Representative immunoblots are show on the up-right. Data are presented
as the mean + SEM. N = 5 animals per group, normal fat diet; HF, high-fat diet. Unpaired Student's t-test, *p <
0.05 and ***p < 0.001.
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CAPITULO III

Concluséao

O presente estudo aponta que a dieta rica em gordura durante a adolescéncia induz ao
desenvolvimento da sindrome cardiometabdlica na vida adulta, sustentada por alteracdes
metabolicas e cardiovasculares podendo estar associadas ao desenvolvimento de alteragcdes na
estrutura cardiaca. Estes resultados confirmam a susceptibilidade da adolescéncia, ainda
pouco explorada, como uma janela critica do desenvolvimento, capaz de programar para
doengas cardiovasculares e metabdlicas tardiamente e demonstra um novo modelo para
explorar a fisiopatologia dessa sindrome. Adicionalmente, estes resultados sdo relevantes para
reflexdes sobre politicas publicas para o controle de SMC, evidenciando a relevancia em
acompanhar precocemente individuos expostos a uma nutricdo inadequada considerando a
dieta hipercalorica durante a adolescéncia. A qual destaca-se como uma fase importante de
intervencdo para o0 controle e prevencdo dessas doencas associadas a sindrome

cardiometabdlica acompanhada pelo elevado risco de mortalidade.
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Perspectivas Futuras

A continuacéo desta linha de pesquisa permitird aprofundar a compreensao sobre 0s possiveis
mecanismos fisiopatologicos envolvidos na sindrome cardiometabolica programada na
adolescéncia. Para tal, pretende-se:

1) Realizar medicao do consumo calérico, visando compreender melhor o ganho de peso.

2) Realizar a dosagem insulinica, bem como analise histopatologica do tecido adiposo branco
para fins de estudar a relacéo da resisténcia a insulina na sindrome cardiometabolica.

3) Estudar o envolvimento da atividade autondmica, sistema renina angiotensina e inflamagéo
para explorar possiveis mecanismos envolvidos na instalagdo da sindrome cardiometabdlica



