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RESUMO

Uma inadequacéo alimentar e nutricional materna desde o periodo pré-gestacional e
perpetuada durante a gestacdo e lactacdo, exerce importante influéncia sobre o
estado de saude do concepto, levando a uma predisposicdo a ocorréncia de
processos inflamatérios. Com intuito de amenizar o desequilibrio entre mediadores
anti e pro-inflamatérios, na pratica clinica, € comumente prescrito o uso de
antiinflamatdrios ndo esteroides, dos quais se destaca a Nimesulida. Dessa forma, o
estudo tem por objetivo avaliar o impacto da dieta ocidentalizada ingerida por ratas
sobre a intensidade da resposta inflamatéria aguda e eficacia farmacologica da
Nimesulida em seus filhos. 18 ratas da linhagem Wistar foram aleatoriamente
divididas em 3 grupos conforme tratamento dietético (grupo controle, com racéo
comercial por todo periodo; grupo ocidental gestacdo, com ragdo experimental do
pré-gestacional ao nascimento; grupo ocidental gestacao/lactacdo, com racéo
experimental do pré-gestacional ao desmame) e destas, 36 filhotes (n=12/grupo)
foram avaliados. Foram analisados: evolucdo ponderal, consumo alimentar, glicemia
de jejum, severidade da resposta inflamatéria aguda, percentual de inibicdo da
Nimesulida, parametros bioquimicos, histologia hepética, niveis de interleucina — 6,
fator de necrose tumoral alfa e atividade da mieloperoxidase. Para analise estatistica
foram utilizados os testes de variancia (Anova one-way e two-way), seguidos do pés-
teste de Tukey e Bonferroni, respectivamente, e considerado o p<0,05. Matrizes do
grupo ocidentalizado apresentaram peso e glicemia de jejum mais elevados
(p<0,01). Contudo, ao avaliar o consumo alimentar, as mesmas apresentaram menor
ingestdo de racdo/semana (p<0,01). As diferencas entre o tipo de racdo consumida,
a quantidade de racdo ingerida e o peso corporal das ratas nao refletiram nos
filhotes ao nascimento e ao desmame. Entretanto, aos 60 dias de vida maior peso
pdde ser observado nos descendentes dos grupos ocidentalizados (p<0,05) e, para
os filhotes expostos a racéo ocidental até o desmame, maior adiposidade corporal e
consumo alimentar também foram encontrados (p<0,05). Quanto a severidade da
resposta inflamatoria aguda, para os grupos nédo tratados nao houve diferenca
(p>0,05) e, para todos os grupos tratados com Nimesulida, menor volume do edema
de pata foi verificado (p<0,05). Nos descendentes expostos a dieta ocidental, tanto
na gestacdo como na gestacéo e lactacdo, foram observados maior percentual de

inibicdo da Nimesulida, elevada contagem de leucdcitos totais, interleucina 6, fator



de necrose tumoral alfa e atividade da mieloperoxidase (p<0,05). Para os filhotes
oriundos de mées alimentadas com dieta ocidental desde o pré-gestacional até o
desmame também foi verificado maior infiltrado lipidico e leucocitario a nivel
hepatico, sugerindo que o consumo materno de racdo ocidentalizada desde o
periodo pré-gestacional e continuada durante a gestacdo e lactacdo exerce
importante influéncia na expressao do perfil metabdlico da prole na vida mais tardia.
A adocédo de uma dieta ocidentalizada por ratas em idade reprodutiva e continuada
durante os periodos de gestacdo e lactacdo leva a alteracbes antropométricas e
metabolicas, com recrutamento adicional de citocinas inflamatérias e leucocitose em
seus descendentes. Entretanto, ndo interfere na acdo farmacoldgica da Nimesulida

no tratamento de seus filhos aos 60 dias de vida.

Palavras-chave: Dieta ocidental. Inflamacéo. Obesidade.



ABSTRACT

A maternal nutritional and nutritional inadequacy from the pre-gestational period and
perpetuated during gestation and lactation, exerts an important influence on the
health status of the concept, leading to a predisposition to the occurrence of
inflammatory processes. In order to ameliorate the imbalance between anti and pro-
inflammatory mediators, in clinical practice, the use of non-steroidal anti-inflammatory
drugs is commonly prescribed, of which Nimesulide. To evaluate the impact of
westernized diet ingested by rats on the intensity of acute inflammatory response and
pharmacological efficacy of Nimesulide in their offspring. 18 Wistar rats were
randomly divided into 3 groups according to dietary treatment (control group, with
commercial ration for all periods, western gestation group, experimental pre-
gestational ration at birth, western gestation / lactation group, experimental ration
from pre-gestational to weaning) and of these, 36 pups (n=12/group) were evaluated.
The following variables were analyzed: weight evolution, food intake, fasting blood
glucose, severity of acute inflammatory response, percentage of inhibition of
Nimesulide, biochemical parameters, liver histology, interleukin - 6 levels, tumor
necrosis factor alpha and myeloperoxidase activity. For the statistical analysis, the
one-way and two-way ANOVA tests were used, followed by Tukey and Bonferroni
post-test, respectively, and p <0,05. Westernized matrices showed higher weight and
fasting glycemia (p <0,01). However, when evaluating food consumption, they had
lower feed intake per week (p <0,01). The differences between the type of feed
consumed, the amount of feed consumed and the body weight of the rats did not
reflect on the pups at birth and at weaning. However, at 60 days of age, higher
weight could be observed in the offspring of westernized groups (p <0,05), and for
pups exposed to western ration until weaning, greater body fat and food intake were
also found (p <0,05). As for the severity of the acute inflammatory response, there
was no difference (p>0,05) for the untreated groups, and for all groups treated with
Nimesulide, the lowest volume of paw edema was verified (p <0,05). A higher
percentage of Nimesulide inhibition, high total leukocyte count, interleukin 6, tumor
necrosis factor alpha and myeloperoxidase activity (p <0,05) were observed in the
offspring exposed to the western diet, both in gestation and gestation and lactation.

For the offspring born from mothers fed from the pre-gestational diet to the time of



weaning, a greater lipid and leukocyte infiltration was also observed at the hepatic
level, suggesting that the maternal consumption of Westernized ration from pre-
gestational period and continued during gestation and lactation exerts an important
influence on the expression of the metabolic profile of offspring in later life. Adoption
of a westernized diet by rats of reproductive and continuing age during gestation and
lactation leads to anthropometric and metabolic changes, with additional recruitment
of inflammatory cytokines and leukocytosis in their offspring. However, it does not
interfere with the pharmacological action of Nimesulide in the treatment of its children

at 60 days of age

Keywords: Inflammation. Obesity. Western diet.
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1 INTRODUCAO

O padrao alimentar ocidental, popularmente conhecido pelo consumo dadieta
ocidentalizada e, frequentemente adotado por paises desenvolvidos ou em
desenvolvimento, consiste no consumo excessivo de gorduras saturadas e
carboidratos refinados, caracterizado pela elevada ingestdo de fast foods, carnes
vermelhas, derivados lacteos integrais e bebidas com elevado teor de acUcares
simples; além de, normalmente, limitar a ingestdo de alimentos fonte de vitaminas,
minerais e fibras, essenciais a manutencéo da saude (NAZNI, 2014; COELHO et al.,
2015).

No Brasil, mudancas vém ocorrendo desde as Ultimas décadas, onde se tem
notado a adocdo do padrédo alimentar ocidental, de forma simultdnea com a maior
disponibilidade de alimentos processados, que se elevou em 400%nas ultimas
décadas (BEZERRA et al., 2014).

Igualmente, tem sido demonstrado que 15,5% dos brasileiros substituem
frequentemente uma refeicdo principal (almoco ou jantar) por lanches rapidos,
compostos por alto consumo de leite integral (51,5%), gordura (31%), doces
(20,1%), refrigerantes (19%) e sal (14%) (VIGITEL, 2013; VIGITEL, 2015),
correspondendo a um padrdo alimentar onde cerca de 40% do total de energia
consumida esta sob forma de lipidios, em sua maioria, triglicerideos e fosfolipidios
(NASCIMENTO et al., 2009).

Estudos reforcam que o padrao alimentar, principalmente quando relacionado a
dieta ocidentalizada, influencia no metabolismo e na composi¢éo corporal (FERRO-
CAVALCANTE et al.,, 2014), tendo repercussfes sobre o desenvolvimento da
aterosclerose (MARTINS e SILVA; SALDANHA, 2007), processos pro-inflamatérios,
pré-tromboticos(TAHERIPOUR et al., 2014) e, consequentemente, maior risco de

doenca cardiovascular (TAIN et al., 2015).

Concomitantemente, alteragbes nutricionais iniciadas durante o periodo pré-
gestacional e que persistem até o periodo pos natal, podem levar a uma populacao
de descendentes com desordens metabolicas associadas a um expressivo aumento
nas prevaléncias de sobrepeso e obesidade, evidenciando que a populacdo
brasileira estd em processo de transi¢do alimentar e nutricional, tal como tem sido

observado em diversos outros paises (FAVARO et al., 2015).
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A obesidade € uma doenca metabdlica crénica que atinge pessoas de todas as
idades e classes sociais (ECKEL et al., 2002; WHO, 2003; WONG et al., 2004),
caracterizada pelo acumulo excessivo de gordura corporal (ABEP, 2011),
constituindo grave fator de risco para o desenvolvimento de doencas crénicas néo
transmissiveis (hipertensdo, diabetes e cancer, entre outros), que em conjunto

respondem por 72% dos o6bitos no Brasil (Ministério da Saude, 2015).

O local armazenador da gordura corporal, o tecido adiposo, exerce importante
funcd@o enddcrina (BULLO et al., 2003) que pode conduzir o individuo a um estado
subclinico de inflamacgéo crénica (SIRIWARDHANA et al., 2013) devido a liberacdo
de diversos compostos proteicos, como a leptina, fator de necrose tumoral alfa (TNF-
d) e adiponectina (AHIMA & REXFORD, 2006), que possuem caracteristicas anti e
pro-inflamatoérias (NASCIMENTO; RIBEIRO; OYAMA, 2009) que estédo envolvidas na
resposta inflamatdria atrelada a obesidade e suas comorbidades. Diante de um
quadro inflamatorio, que pode ser potencializado pela obesidade, farmacos anti-
inflamatorios sdo prescritos na terapéutica para amenizar o desequilibrio entre
mediadores pr6 e anti-inflamatorios, sendo a Nimesulida o mais comumente

utilizado.

A Nimesulida € um anti-inflamatério ndo esteroide (AINE) que possui
propriedades analgésicas e antitérmicas (ZHUOPING et al., 2014), sendo
extensamente comercializada em formas farmacéuticas orais (comprimidos e
suspensdes). Contudo, pouco ainda é conhecido sobre como a dieta pode
influenciar na resposta a esse farmaco que é amplamente utilizado pela populacao.
Menos estudado ainda é como essa resposta pode ocorrer em descendentes cujas

maes se alimentam com dieta tipica da sociedade ocidental em que vivemos.

Neste contexto, o estudo tem o objetivo de investigar os efeitos do consumo da
dieta ocidentalizada pela mae, desde o periodo pré-gestacional até o desmame,
sobre o desenvolvimento da resposta inflamatéria aguda em seus filhos e, conhecer
a eficicia farmacoldgica da Nimesulida em descendentes de ratas alimentadas com
dieta “ocidentalizada”, desde antes do periodo de concepc¢éo e nos periodos criticos

de desenvolvimento de seus filhotes.

Igualmente, vislumbra-se melhor compreensdo acerca do tema para futura

construcdo de estratégias terapéuticas e articulagdo de politicas publicas, que
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objetivem qualificar o sistema de saude, dando mais atencdo a alimentacdo materna
nos periodos da gestacdo e lactacdo, que podem ser cruciais tanto no processo
saude-doenca, quanto na efichcia do tratamento farmacologico de seus

descendentes submetidos a farmacos como a Nimesulida.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Excesso de peso: conceitos, epidemiologia, caracterizagdo do problema

e repercussoes

A obesidade € uma patologia progressiva e multifatorial, caracterizada por
expansdo excessiva de tecido adiposo branco (ROSEN; SPIEGELMAN, 2014), que
reflete  um desequilibrio entre a necessidade e a ingestdo energética
(NASCIMENTO; RIBEIRO; OYAMA, 2009), onde o excesso de tecido adiposo e sua
associacdo com o processo saude-doenca, bem como o custo econémico de suas
repercussdes, levou a obesidade a ser incluida no grupo das doencgas cronicas nao
transmissiveis (WHO, 2013).

O excesso de gordura corporal configura, também, um importante fator de risco
para doencas cardiovasculares, renais, diabetes mellitus tipo 2, alguns tipos de
cancer e doencas musculo-esqueléticas, assim como reducdo da capacidade
funcional, da qualidade e expectativa de vida, além do aumento da mortalidade
(GRAY etal., 2012).

Habitos individuais influenciam no equilibrio entre a necessidade energética e a
ingestdo alimentar, os quais se relacionam com a frequéncia de ingestdo das
refeicbes, o tamanho das porcdes e a escolha dos alimentos (WINKVIST et al.,
2015). Dessa forma, um padrdo alimentar ocidentalizado, caracterizado pelo
consumo calorico derivado predominantemente de alimentos processados, com alta
densidade energética e elevados teores de lipidios e carboidratos simples, repercute
no aumento do estresse oxidativo e inflamacao por estar relacionado a transcricao
de mediadores inflamatorios (AROOR et al., 2017). Igualmente, possui relagdo com
alteracdes metabolicas, distribuicdo e composicdo corporal, contribuindo para a
elevacdo de casos de excesso de peso (sobrepeso/ obesidade) em nivel mundial
(STUPECKA et al., 2016).

A alta disponibilidade e aquisicdo de alimentos considerados palataveis se
relacionam a elevada ingestéo de acucares refinados, sodio, aditivos e conservantes
alimentares, bem como de &cidos graxos saturados e trans. As concentracdes

desses acidos graxos, suas caracteristicas quimicas e a quantidade ingerida
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determinam seu efeito sobre a concentracdo plasmatica de colesterol e sua
distribuicdo nas lipoproteinas de baixa densidade (Low Density Lipoprotein — LDL),
gue, quando em excesso no sangue, sdo consideradas fatores de risco para as

doencas cardiovasculares (SANTOS et al., 2013).

Dentre os carboidratos acrescidos aos alimentos industrializados destaca-se a
frutose sintética. Esta, por sua vez, vem sendo adicionada as formulacdes por ser
um edulcorante substituto para a glicose ou sacarose na preparacdo de
sobremesas, condimentos e bebidas carbonatadas (ELLIOTT et al., 2002,
BARREIROS, BOSSOLAN e TRINDADE, 2005).

No entanto, estudos experimentais observaram que o consumo de frutose
sintética em excesso tem relacdo com a resisténcia a insulina, dislipidemias,
aumento da massa gorda abdominal (CIOFFI et al., 2017; ZUBIRIA et al., 2017),
alteracbes na secrecdo de adipocinas (ZUBIRIA et al., 2016), aumento da
lipogénese hepatica (SAMUEL, 2011) e espessamento da camada média da artéria
mesentérica, indicando remodelacdo vascular (TZIOMALOS et al., 2010).
Adicionalmente encontra-se envolvida na diminuicdo do o6xido nitrico, favorecendo
reacoes de estresse oxidativo e processos inflamatorios (PANCHAL et al., 2011;
MANEESAI et al., 2016).

O excesso de peso e a obesidade afetam 641 milhdes de adultos, o que
representa 13% da populacdo mundial adulta e pode chegar a até 20% em 2025
(EZZATI, 2016). Neste mesmo periodo, no Brasil, aproximadamente 2,3 bilhdes de
adultos estardo com sobrepeso e mais de 700 milhdes obesos (ABESO, 2012),
atingindo 18% dos homens e ultrapassando 21% das mulheres (EZZATI, 2016).

Dados nacionais apontam que nos ultimos 10 anos a frequéncia de excesso de
peso aumentou 26%, onde 54% da populacdo se encontra acima do peso e 19%
estd obesa (VIGITEL, 2016). Quando avaliada a prevaléncia do bindmio
sobrepeso/obesidade por faixa etaria, escolaridade e sexo, evidencia-se maior
ocorréncia em individuos entre 45 e 64 anos (62,4%), naqueles com baixa
escolaridade (59,2%) e nos homens (57,7%) (VIGITEL, 2016). Ao se analisar o
excesso de peso por regides brasileiras, observa-se que o Nordeste, com 44,5%,
ocupa o ultimo lugar (ABESO, 2017).
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Um levantamento realizado pelo Ministério da Saude (VIGITEL, 2015) observou
que 45,9% das mulheres apresentam indice de massa corporal igual ou superior a
25kg/m2, semelhante ao achado por Tenenbaum-Gavish & Hod (2013), que
observaram gue nos ultimos 25 anos houve aumento da prevaléncia de sobrepeso /
obesidade nas mulheres em idade fértil, principalmente nas que residem em paises
com renda média ou alta (OGDEN et al., 2014).

Dessa forma, o status ponderal pré-gestacional de sobrepeso ou obesidade, que
pode ou ndo estar associado aum ganho de peso excessivo durante a gestacgao,
compde um determinante independente para o desenvolvimento de comorbidades
como o diabetes e a hipertensdo gestacional (SHIN; LEE; SONG, 2016). Estes
relatos corroboram com as evidéncias de que uma inadequacdo do estado
antropomeétrico materno, seja no periodo pré-gestacional, gestacional ou lactacional,
exerce importante influéncia sobre o estado de saude do concepto (PADILHA et al.,
2009; PENFOLD & OZANNE, 2015; McCURDY et al., 2016).

Durante a gestacdo dietasmaternas ricas em gordura podem prover um rapido
crescimento do feto, particularmente relacionado a terceira semana gestacional.
Estudos utilizando modelos de nutricAo materna alterada e insuficiéncia
uteroplacentaria sugerem que o ambiente gestacional influencia o fenétipo pés-natal
por meio de alteracdes epigenéticas in utero envolvidas nas modificacfes covalentes
das histonas e na metilagdo do DNA (SUTER et al.,, 2011). Igualmente, prové
mudancas na atividade de peptideos neurais, que parecem persistir nos seus
descendentes com consequéncias severas em longo prazo sobre os processos de
memoéria e aprendizagem (MIELKE et al., 2006; ASHINO et al., 2012).

Estudos em modelos animais mostraram que alteracfes nutricionais durante a
gravidez e no periodo pos-natal precoce predispdem os filhotes a desenvolverem
desordens metabolicas (McCURDY et al., 2009; RAMONIENE et al., 2017). Logo,
maes que consomem uma dieta com o perfil ocidentalizado podem favorecer o
aparecimento, em seus descendentes, de fatores como aumento de peso, de
adiposidade e da concentracao de leptina (SUN et al.,, 2012). Ao mesmo tempo,
predispde a uma menor tolerancia a glicose durante o desmame (CATALANO et al.,
2009), alteracdes na expressdo de genes, programacao epigenética (CLAYCOMBE;

BRISSETTE; GHRIBI, 2015) e formacdo prejudicada do sistema imunoldgico,
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favorecendo a ocorréncia de processos inflamatérios (LEIBOWITZ et al., 2012;
SASAKI et al., 2014),

Em adicdo, esta dieta eleva os niveis circulantes de combustiveis metabdlicos
que podem levar a alteragbes na bioenergética cardiaca, resultando em uma
cardiomiopatia diabética (LOPASCHUCK et al., 2010;UPADHYAYA et al., 2017) e 0
risco de desenvolvimento de patologias a nivel do sistema nervoso central
(GUILLEMOT-LEGRIS et al., 2016).

A influéncia da dieta materna sobre a vulnerabilidade a processos inflamatoérios
na prole parece ocorrer na vida intrauterina por mecanismos ainda pouco
explorados. No entanto, alguns pesquisadores tém investigado a hipotese da
lipotoxicidade placentaria. Evidéncias experimentais apontam que 0 excesso de
acidos graxos saturados da dieta ocidentalizada incitam repostas inflamatorias
através de ligac6es com o receptor Toll-Like, dando inicio as cascatas de regulacao
para transcricdo de citocinas inflamatorias [Interleucinas 1, 6 e 8 (IL-1, IL-6, IL-8) e
fator de necrose tumoral alfa (TNF-&)] (SABEN et al., 2013).

Esse estresse nutricional promove alteracdes adaptativas de sobrevivéncia por
meio da programacdo metabdlica (ALBUQUERQUE et al.,, 2006), fenbmeno
caracterizado por alteracdes que ocorrem durante o periodo critico de
desenvolvimento e que produz repercussdes persistentes na expressdo do fenétipo
metabdlico dos descendentes (SUN; PURCELL; TERRILLION; YAN, 2012
ALFARADHI et al., 2016).

Além da gestacdo, o periodo lactacional € de extrema importancia para o
crescimento e desenvolvimento. Em humanos, estd relacionado aconstrucdo de
preferéncias alimentares eformacao do sistema imune (TINOCO et al., 2007) e, em
roedores, a elevada taxa de neurogénese, sinaptogénese e morfologia
celular(MORGANE et al., 1993), correspondendo ao periodo de maior

vulnerabilidade do sistema nervoso a insultos ambientais.

A dieta da mae, por sua vez, influencia diretamente na concentracdo de alguns
nutrientes do leite materno, onde se tem como exemplo a quantidade de gordura

(TINOCO et al.,, 2007). Em animais, Purcell e colaboradores (2011) analisaram a
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composicdo do leite materno de ratas que ingeriram dieta hiperlipidica durante a

lactacdo e observaram maior teor de gordura, proteina e energia.

Essas observacdes se assemelham as observadas por Sun et al (2012), onde a
determinacdo de consequéncias metabdlicas para a descendéncia, a qual parece
ocorrer tanto em humanos como em animais, € mais critica quando a dieta materna

€ rica em gordura saturada durante o periodo da amamentacéao.

O conteudo de acidos graxos trans (AGT) presente no leite materno reflete a
ingestdo alimentar da nutriz (TINOCO et al., 2007). Em geral, o leite contém 5% de
gordura trans (LARQUE et al., 2001), porém, de acordo com a alimentacédo materna,
0s niveis de AGT podem variar de 1,9 a 7,2% (TINOCO et al., 2007).

Uma relacdo dose-resposta direta foi observada em um estudo experimental,
onde a incorporacdo dos AGT mostrou-se presente no plasma e aorta dos filhotes
expostos a dieta hiperlipidica durante a lactacdo (KUMMEROW et al., 2004). Isto
reforca a influéncia que a alimentacdo materna no periodo pés-natal precoce pode
exercer no crescimento, desenvolvimento, resposta imunologica e prevencao de

doencas crbnicas na vida adulta de seus filhos.

Os efeitos adversos dos habitos alimentares ocidentais mostram-se
independentes de outros fatores ambientais e ultrapassam o aparecimento da
sindrome metabdlica (ALBUQUERQUE et al., 2006), por favorecer a ocorréncia de
estresse oxidativo precoce, acimulo de gordura e ativacdo da enzima c-Jun N-
terminal Kinase (JNK) no figado, culminando com o desenvolvimento da esteato-
hepatite ndo alcodlica (ASHINO et al., 2012). Dessa forma, por alterar a capacidade
de depuracdo hepatica, a obesidade acarreta em alteracbes na dosagem, na
frequéncia de administracdo, no tempo de meia vida, tempo de acdo, metabolismo e
eliminacdo de diversos farmacos (BURTON et al., 2006; MATSON, HORTON &
CAPINO, 2017).

2.2 Tecido adiposo: marcadores inflamatdérios e mecanismos de agao

O tecido adiposo é o0 6rgdo de armazenamento energético que, a depender de
sua localizagao, possui fungdes distintas. O tecido adiposo visceral (TAV), localizado
principalmente no interior da cavidade abdominal, &€ metabolicamente mais ativo e

atua como promotor eficaz da lipolise e liberacédo de acidos graxos; apresenta maior
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resisténcia a insulina e secreta, em maior quantidade, adipocinas proé-inflamatérias
[angiotensina |, resistina, ativador do plasminogénio tipo 1 (PAI-1), IL-6 e proteina C
reativa (PCR)], representando entre 10-20% da gordura corporal total de homens e
entre 5-10% em mulheres (PORTER et al., 2009).

Ja o tecido adiposo subcutaneo (TAS), encontra-se localizado naregido gluteo-
femoral e sintetiza maior quantidade de leptina e da proteina estimuladora de
acilacdo (ASP), representando cerca de 80% da massa de gordura total nos
individuos saudaveis (PORTER et al., 2009; KAMINSKI; RANDAL, 2010).

Tem sido demonstrado que o tecido adiposo esta relacionado a diferentes tipos
de células imunes, onde a obesidade altera o nimero e o estado de ativacdo das
mesmas (BONAMICHI; LEE, 2017) devido as condicbes de estresse oxidativo
(SUNG et al., 2013) e estado inflamatério aumentados, induzindo a degeneracao

celular, com consequente renovacédo dos adipécitos (NISHIMOTO et al., 2016).

Adipdcitos sao células responsaveis pelo armazenamento de lipidios (sob forma
de triacilglicerdis) e possuem um conjunto de proteinas e enzimas responsaveis pela
sintese, armazenamento e mobilizacdo de &cidos graxos quando ha necessidade de

uma resposta a alteracdes fisioldégicas (BRITO et al., 2013).

Uma sobrecarga calérica prolongada leva a uma hipertrofia dos adipécitos. Como
consequéncia, ha secrecdo de quimioatraentes, como a proteina quimioatraente de
monacitos tipo 1 (MCP-1) e citocinas pro-inflamatorias, tais como o TNF-q, IL-1, IL-6
e a PCR (PREMANATH et al., 2016), acarretando em uma disfuncéo dos adipdcitos
e a um recrutamento adicional de células do sistema imune (GUILHERME et al.,
2008; MCARDLE et al., 2013; NAGAHARA et al., 2016). Este recrutamento induz o
tecido adiposo a um estado inflamatério crénico, estando fortemente associado a
desregulacbes metabdlicas (SCHIPPER et al., 2012; KANG et al., 2016), a exemplo

da resisténcia insulinica.

O excesso de tecido adiposo esta relacionado a ativacdo da resposta imune
adaptativa (recrutamento e acéo de células T, B e Dendriticas) e, especificamente,
da resposta imune inata (recrutamento e acdo de macréfagos, mastécitos e

neutrofilos) (BONAMICHI; LEE, 2017), onde essas alteragBes imunofenotipicas
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desempenham papel importante na patogénese e exacerbacao das anormalidades
metabdlicas da obesidade (LUMENG; SALTIEL, 2011).

Estudos experimentais evidenciam que a infiltracdo de células mieloides e
linfoides (macrofagos e células dendriticas) no tecido adiposo e figado contribuem
para o estado pré-inflamatério (CANCELLO et al., 2010; REYNOLDS et al., 2014;
KRISHNA et al., 2016) caracteristico do excesso de peso induzido pela dieta
(LUMENG,; SALTIEL, 2011; OSBORN; OLEFSKY, 2012).

Os macrofagos séo as células imunes mais relacionadas ao estado inflamatério e
desempenham papel central no comprometimento da funcionalidade do adipdcito.
No periodo fetal, o saco vitelino e a hematopoiese hepatica sdo 0s precursores
embrionarios dos macréfagos. Na fase pos-natal, os mondcitos sanguineos
desenvolvidos a partir de células estaminais hematopoiéticas na medula 6ssea sao
0S seus principais precursores no sistema circulatério (HAYLOCK et al., 1994,
SMITH, 2003).

O excesso de gordura corporal altera a expresséo fenotipica do macréfago de
M2 (anti-inflamatorio) para M1 (pré-inflamatério) (KIM et al, 2013) por alterar a
polaridade de sua membrana celular, acarretando no aumento de citocinas
inflamatorias (TNF-d, IL-1 e MCP-1) (AOUADI et al., 2013; KANG et al., 2016).

Sua infiltracdo estd envolvida na ativacdo de células T, convencionais e
reguladoras, e maior recrutamento e ativacdo de novos macrofagos em locais
especificos que necessitam de uma resposta imune (DOMINGUEZ; ARDAVIN,
2010), sugerindo que a inflamacéo induzida pela obesidade pode ser considerada
uma doenca imunoldgica cronica (BONAMICHI; LEE, 2017).

A presenca de células inflamatérias em resposta a expansao do tecido adiposo
leva a um aumento da producéo de diferentes mediadores pré inflamatérios (KANG
et al., 2016) e a maior liberacdo de &cidos graxos livres (AGL) (LOTTENBERG et al.,
2007; LOTTENBERG, 2009). Este processo ocorre em funcdo da degeneracéo
(apoptose/necrose) dos adipécitos, provocando a libertagdo do DNA (NISHIMOTO;
FUKUDA; HIGASHIKUNI; TANAKA et al., 2016), promovendo outra rota para o

acumulo de macréfagos no tecido, via receptor Toll-like 9 (TLR9).
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Este receptor atua como um sensor de fragmentos de DNA exdgeno e esta
relacionado ao estimulo & expressdo de adipocinas pré-inflamatérias
(NASCIMENTO; RIBEIRO; OYAMA, 2009. SCHARFE-NUGENT et al., 2012) que,
gquando em excesso, resultam na inducdo do estresse oxidativo, inflamacédo e
reatividade vascular (GUO; TABRIZCHI, 2006).

Além das células imunoldgicas especificas da imunidade inata ou adaptativa, ha
outro grupo celular envolvido na cascata inflamatéria relacionada a obesidade e que
exerce papel em ambas as vertentes imunolégicas, apesar de seus mecanismos de
acdo nao serem completamente elucidados. Séo elas as células “invariant natural
killer T” (iNKT), células linféides inatas (ILCs) e “natural killer” (NK) (BONAMICHI;
LEE, 2017).

As células INKT constituem um subconjunto especializado de células T que
possuem ac¢odes distintas. Elas tém a capacidade de reconhecer antigenos lipidicos e
constituem uma das vias de ligacdo propostas entre a obesidade, inflamacéao e

resisténcia a insulina (HU et al., 2013).

Além disso, estimulam o desenvolvimento de macréfagos do tecido adiposo com
perfil pré-inflamatério (M1) (JI et al., 2012), mas, suprimem a cascata inflamatoria
ativada pela presenca de interleucina 4 (IL-4) (JI et al., 2012).Quanto maior o grau
de obesidade, maiores séo os niveis de M1 no tecido hepéatico, o que facilita o papel
coadjuvante dessas célulasno desenvolvimento da esteatose hepatica (MARTIN-
MURPHYet al., 2014; HU et al., 2017).

As ILCs, por sua vez, sdo caracterizadas por ndo possuirem um receptor de
antigeno, pela auséncia de marcadores de superficie, auséncia de linhagem
especifica de células mieldides e por possuir morfologia linfocitaria classica (SPITS;
CUPEDO, 2012). Células secretoras de interleucinas incluem as células indutoras de
tecido linféide e as NK (grupo 1), que produzem citocinas inflamatérias como o TNF&
(ARTIS; SPITS, 2015).

Na figura 1 pode ser observado o modelo de regulacdo pelo qual os niveis
circulantes de NK, no tecido adiposo, sdo diretamente proporcionais ao grau da
obesidade. Esse mecanismo é semelhante em humanos (BALLESTEROS-POMAR
et al.,, 2014) e roedores (WENSVEEN et al., 2015) e, apos tratamento (dieta
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hipocaldrica, cirurgia bariatrica ou testes com administracéo de anticorpo especifico),

seus niveis diminuem, reduzindo também a resisténcia insulinica.
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Figura 1: Modelo para a regulagdo da inflamagdo induzida pela obesidade e resisténcia a insulina
mediada por células natural killer (NK). (A) A medida que a obesidade aumenta, os macréfagos do
tecido adiposo (ATMs) se ativam e produzem quimiocinas que recrutam células NK da circulacao.
Além disso, os ATMs de obesos produzem a interleucina 15 (IL-15) e os adipdcitos produzem um
ligante ainda desconhecido para o receptor 1 de ativacdo da citotoxicidade natural (NCR1), que ativa
as células NK. (B) Em seguida, as células NK ativadas induzem o aumento em nimero e reacdes de
ativacdo dos ATM. (C) Esta ativac@o cruzada de ATMs e células NK induz a inflamacdo do tecido
adiposo na obesidade e, eventualmente, a resisténcia a insulina dos adipécitos. CCL2: Quimiocina
ligante 2; TNFd: Fator de necrose tumoral alfa.(BONAMICHI & LEE, 2017).

O TNF-4, citocina pré-inflamatéria, possui sua expressao e secre¢cdo aumentadas
em propor¢cdo ao volume dos adipdcitos, estando relacionada ao desenvolvimento
de processos aterogénicos por participar da migracdo e conversao de mondcitos a
macréfagos na parede endotelial, desencadeando reacdes inflamatorias vasculares
(FONSECA-ALANIZ et al., 2007).

Sua acao se da pela ligacdo a dois tipos de receptores de membrana (TNFR | e
) que mediam a transducdo de sinal desencadeada pela presenca do TNF-4,
formando complexos com proteinas adaptadoras citoplasmaticas (FONSECA-
ALANIZ et al., 2007) e por mecanismos autécrinos e paracrinos, com efeitos sobre o
desenvolvimento da resisténcia a insulina e sobre a indugdo da IL-6 (CARTIER,
2010).
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A IL-6 ¢é secretada pelos adipécitos, muasculo esquelético e figado
(WIECKOWSKA et. al., 2008) atuando como um sinal endécrino (CARTIER, 2010),
tendo efeito pré-inflamatério e acdo no metabolismo de lipidios e carboidratos
(FONSECA-ALANIZ et al.,, 2007). Sua expressdo estad positivamente relacionada
com o indice de massa corporal, insulina plasmatica e niveis de TNF-& (McARDIE et
al., 2013), sendo relacionada, também, ao desenvolvimento da esteatohepatite e
resisténcia a insulina (WIECKOWSKA et al., 2008).

A PCR é uma proteina de fase aguda, sintetizada pelo figado e secretada na
presenca da IL-6 (DEMMER et al.,, 2016), compondo a cascata de reacodes
inflamatorias, e atuacomo importante marcador da inflamacaopor estar relacionada
ao prognostico de individuos com maior risco de desenvolver diabetes mellitus tipo
2, resisténcia a insulina e obesidade (DURAN-GONZALEZ et al., 2011).

2.3 Eventos vasculares envolvidos na resposta inflamatoria atrelada a

obesidade

Os vasos sanguineos sdo envoltos por uma camada de tecido adiposo [tecido
adiposo perivascular (PVAT)], o que permite que substancias por ele secretadas
entrem instantaneamente na circulacdo sanguinea, estando fortemente associadasa
inflamacé&o vascular (CAO, 2010).

O PVAT tem a capacidade de secretar acidos graxos dos adipdcitos ligados a
proteina (A-FABP) e o fator construtor derivado do tecido adiposo. Esses fatores
levam a vasoconstriccdo,e, em obesos,aumentam a liberacdo de espécies reativas
de oxigénio pela ativacdo da NADPH-oxidase(GAO, 2007), com consequente
aumento do estresse oxidativo vascular e inibicdo da liberacdo de Oxido nitrico,
levando a disfuncéo endotelial (HUSSENY et al., 2017).

Dentre as adipocinas secretadas pelo tecido adiposo, destacam-se: a A-FABP,
que € uma proteina transportadora, carreadora de &cido oleico, retinoico e
araquidénico para o receptor y ativado por proliferador de peroxissoma (PPAR-Y).
Este, quando em niveis elevados, atua como marcador de anormalidades
metabdlicas e disfungcdo endotelial (HOO et al., 2008); a leptina, que em elevadas
concentracdes, tem a capacidade de induzir moléculas de adeséo vascular, fatores
pro-trombaoticos e citocinas inflamatorias (TNF, IL-2, IL-6 e MCP-1) (MARESCA et

al., 2014); e, a adiponectina, que tem efeitos de protecdo ao endotélio por inibir a
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atividade fagocitica de macrofagos, minimizar a liberacdo de citocinas pro-
inflamatdrias e reduzir a cascata de reagbes desencadeadas pelos leucécitos
(HUSSENY et al., 2017).

Na vigencia de estimulo enddgeno ou exdégeno pode haver lesdo celular,
repercutindo no incio de reagdes complexas que compbem a resposta inflamatoria.
Processos inflamatdrios consistem na resposta fisiolégica do organismo diante de
uma lesao tissular ou de infeccédo e envolvem uma acao coordenada entre o sistema
imune inato ou inespecifico e o tecido agredido ou lesionado (COTRAN et al., 2000),
causando uma resposta local ou generalizada.

Os quatro primeiros sinais de uma inflamagéao foram descritos no primeiro
século d.C. e sdo caracterizados por rubor, tumor, calor e dor. A posteriori, Virchow
adicionou mais um sintoma, a functio laesa (perda de fungéo) (KUMAR, ABBAS,
FAUSTO, 2005).

A reacao inflamatéria ocorre no tecido conjuntivo vascularizado envolvendo
leitos capilares, plasma, células circundantes, constituintes celulares e extracelulares
em resposta a danos teciduais, infec¢des e/ou reacdes imunoldgicas. Tem como
objetivo eliminar o agente lesivo e induzir uma série de eventos que abrangem uma
complexa interagcdo entre as células inflamatérias (neutréfilos, linfécitos,
monaocitos/macréfagos), células vasculares da musculatura lisa e células endoteliais
(TEDGUI; MALLAT, 2001).

Entretanto, apesar de promover a distruicdo de agentes agressores e/ou
toxicos e promover o processo de cicatrizacdo e reparacdo do tecido danificado
(MINIHANE et al., 2015), a prolongacdo do periodo de eventos inflamatérios pode
induzir a lesdo do tecido em consequencia da liberacdo exacerbada de enzimas,
mediadores inflamatérios e espécies reativas de oxigénio ou nitrogénio (TRACEY,
2000; KUMAR, ABBAS; FAUSTO, 2005).

O processo inflamatorio € constituido de trés fases: fase precoce da inflamacéo
aguda, caracterizada por aumento da permeabilidade vascular e vasodilatacdo local,
fase tardia da inflamacdo aguda, com penetracdo de células leucocitarias e
fagocitarias; e, fase proliferativa cronica, com degeneracdo tissular e fibrose
(ALBERTINI et al.,2004; KUMAR, ABBAS; FAUSTO, 2005).

A resposta de fase aguda da inflamacao pode durar minutos, horas ou dias, a
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depender do tipo e do grau da injuria, e apresenta os sinais cardinais da inflamagéo:
dor, calor, rubor, tumor e perda de fungado. A fase precoce é em torno de 0-1 hora
apo6s a lesdo e é caracterizada pela liberacdo de mediadores inflamatérios, como
bradicinina e histamina, que modulam a resposta inflamatéria com o aumento do
calibre e do fluxo vascular, caracteristicos do calor e rubor no foco da inflamacao
(KUMAR, ABBAS; FAUSTO, 2005; ALBERTINI et al.,2004).

A fase tardia da inflamacao aguda, que corresponde ao periodo de 4-5 horas
apds a lesdo, é caracterizada pelo predominio de eventos celulares como a
marginagdo, a aderéncia endotelial, a diapedese e a migracdo leucocitaria para
focos da inflamagéo, induzidos por estimulos quimiotaticos (KUMAR; ABBAS;
FAUSTO, 2005).

Na fase crénica, os eventos podem durar um periodo indeterminado, variando
de acordo com os tipos de mediadores celulares associados, sendo um processo
caracterizado pela presenga de linfocitos e macrofagos, proliferacdo de vasos
sanguineos, fibrose e necrose tecidual (RYAN; MAJNO, 1977; ROTE, 1998;
SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004) nas 6 horas posteriores a lesdo (ALBERTINI
et al., 2004).

A liberagdo de mediadores inflamatorios resulta em edema tissular, decorrente
do extravasamento de proteinas plasmaticas e migragao hidrica para o tecido e
infiltracdo de mediadores inflamatorios que objetivam eliminar o agente agressivo
(SPINOSA et al.,, 2006; GILMAN et al., 2006). A migracao celular ocorre como
resultado da sintese local de diversos mediadores inflamatérios com atividade
quimiotatica e de alteragdes das proteinas de membrana do endotélio vascular
(ALBERTINI et al.,2004; KUMAR, ABBAS; FAUSTO, 2005).

Os leucdcitos infiltram-se nas paredes dos vasos sanguineos e se ligam aos
respectivos receptores por intermédio das moléculas de adesdo e em sequéncia
transmigram pelo endotélio. A migracdo leucocitaria € fundamental para defesa
contra antigenos estranhos ao organismo, no entanto, este mesmo processo pode
resultar de doencas inflamatérias crénicas, agudas e autoimunes, derivadas da
inflamacéao exacerbada e destrui¢ao tecidual (JAAKKOLA et al.,2000).

A acédo dos leucdcitos no compartimento subendotelial desencadeia uma cascata

de eventos influenciados por mediadores inflamatérios, como as quimiocinas e
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citocinas, que estdo intimamente relacionadas a formacgdo da lesdo vascular
(CALDER et al., 2013).

Sob um estimulo inflamatorio, os vasos sofrem modificacbes quanto a sua
permeabilidade, a depender dos receptores ativados no endotélio ou da agresséo
ocorrida no vaso sanguineo, permitindo a passagem de proteinas plasméticas e de
células circulantes para o foco inflamatorio (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005).

Uma maior concentracdo dessas moléculas, em conjunto com a expressao de
moléculas de adesdo endotelial, estimula a ativacdo adicional dos macrofagos, que
passam a induzir a formacdo de células espumosas carregadas de lipidios, dando
origem ao processo aterosclerdtico (HALLENBECK; HANSSON; BECKER et al.,
2005).

Dentre as enzimas envolvidas nos processos inflamatorios tem-se a ciclo-
oxigenase (COX) e a mieloperoxidade (MPO), que sdo cruciais na condicdo de
inflamagdo (HOWARD, 2004). As COX estdo envolvidas na produgdo de
prostaglandinas pré inflamatorias que modulam a inflamacdo (DEMIRYLMAZ,
TURAN; KISAOGLU et al., 2014; TSUJIMOTO et al., 2016) e estdo atreladas a
presenca de varios estimulos inflamatérios (citocinas, endotoxinas e fatores de
crescimento) (HOWARD, 2004).

A figura 2 traz o mecanismo de formacdo da COX apos lesdo da membrana
celular, com consequente degradacdo dos fosfolipidios e producdo do &cido
araquidonico (HILARIO; TERRETI; LEN, 2006) e é encontrada sob duas isoformas:
COX-1 e COX-2 (HOWARD, 2004).
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Figura 2: Formacdo da COX- 1 e COX-2 apds lesdo da membrana celular composta por fosfolipidios.
COX-1: Ciclooxigenase 1. COX-2: Ciclooxigenase-2. (HILARIO; TERRERO; LEN, 2006)

A COX-1 é uma enzima estrutural com 17 aminoacidos na sua porcao
aminoterminal e que estaenvolvida na atividade citoprotetora em diversos tecidos
(vasos sanguineos, plaquetas, estbmago, intestino, rins), estando associada a
producado de prostaglandinas que resultam em efeitos fisioldgicos (protecdo gastrica,
agregacdo plaquetaria, homeostase vascular e manutencdo do fluxo sanguineo
renal)(BRUNE & HINZ, 2004. HILARIO; TERRETI; LEN, 2006).

Por outro lado, a COX-2, que apresenta 18 aminoacidos na porcédo carboxi-
terminal, € expressa, primeiramente, por células envolvidas no processo inflamatdrio,
como macrofagos, monacitos, citocinas (IL-1, IL-2 e TNF-&) e outros mediadores dos
sitios de inflamacdo (como fatores de crescimento e endotoxinas) e tem papel na
mediacdo central da dor e da febre (BRUNE & HINZ, 2004. HILARIO; TERRETI;
LEN, 2006).

A MPO é produzida pelo figado e chamada de proteina de fase aguda positiva.

Ela é responsavel pela remogcdo de microrganismos e metabdlitos celulares;
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remodelamento celular; acdo de proteases; ativacdo do sistema complemento;
controle antitrombdético e da expressdo génica, entre outros (CECILIANE et al.,
2002). Suas concentracOes séricas podem se elevar em 25% durante o processo
inflamatorio, retornando a niveis basais a medida que o tratamento é realizado
(KJIELGAARD-HANSEN; JACOBSEN, 2011).

Nos neutrofilos, mondcitos e macréfagos é possivel encontrar a MPO, a qual tem
relacdo positiva com a contagem de leucocitos (MEUWESE et al.,, 2007). Esta
enzima atua na conversao de ions cloreto e perdxido de hidrogénio, subprodutos
celulares, para gerar o acido hipocloroso e também estd incluida nas reacbes de
estresse oxidativo por se relacionar com espécies reativas de oxigénio (radicais

livres), possuindo efeito aterogénico (SHAO et al., 2010).
2.4 Nimesulida

Com o intuito de combater os processos inflamatorios, prevenir ou minimizar
uma lesado e tratar dores agudas,séo frequentemente prescritosna pratica clinica os
anti-inflamatérios ndo esteroides (AINEs). A Nimesulida é o AINE mais comumente
utilizado (KIM et al.,, 2012) e sua estrutura molecular, devido a presenca do
grupamento sulfonamida, e perfil farmacoldgico agregam menos efeitos colaterais e
igual eficacia (ZAKI; NILOFER; TAQI, 2012).

Esse farmaco, em sua forma pura,é composto pelo [N-(4-Nitro-2-fendxifenil)
metano sulfonamida] (figura 3) (RAMESH; RAO; RAO, 2015) e apresenta carater
fracamente acido com pKa de 6,56 (SINGH et al., 1999) e solubilidade em agua de
10 pg/mL (PIEL et al., 1997), pertencendo a categoria Il da classificacao
biofarmacéutica devido a sua baixa solubilidade e alta permeabilidade (AMIDON et
al., 1995; BERNAREGGI,1998).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zaki%20SA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23168870
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nilofer%20AR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23168870
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Taqi%20SA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23168870
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Figura 3: Estrutura molecular da Nimesulida (HOWARD, 2004).

Em decorréncia de sua solubilidade e permeabilidade, a dissolugéo in vivo vem a
ser 0 passo limitante da absorcéo oral do farmaco (DA SILVA & VOLPATO, 2002), o
qual possuipropriedades anti-inflamatorias, analgésicas, antipiréticas e antioxidantes
(DEMIRYLMAZ; TURAN; KISAOGLU; GULAPOGLU et al., 2014), sendo
amplamente utilizado no tratamento de uma variedade de doencas inflamatérias e

dolorosas.

Sua biotransformacéo ocorre no figado através de multiplas vias das isoenzimas
do citocromo P450 (CYP), em que a CYP2C9 e CYP2C19 estdo implicadas em suas
reacdes de hidroxilacdo. Dezesseis metabdlitos do farmaco ja foram identificados,
sendo o 4-hidroxi-nimesulida seu metabdlito principal por ser farmacologicamente
ativo (TEXEIRA, 2009).

Apesar da baixa toxicidade, com incidéncia moderada de efeitos colaterais
gastricos, e alto indice terapéutico (SINGLA; CHAWLA; SINGH, 2000. MALIK et al.,
2011), por ser rapidamente absorvido pelo trato  gastrointestinal
(BERNAREGGI,1998), com pico de concentracdo plasmatica em 1-2 horas apés
administracdo, seu consumo excessivo esta relacionado ao desenvolvimento de
comorbidades como insuficiéncia renal aguda (SCHATTNER,;
SOKOLOVSKAYA; COHEN, 2000. ZAKI; NILOFER; TAQI, 2012), edema periférico,
gastrite, estomatite, fascite necrosante, sindrome de Reye,coagulopatias e hepatite
aguda (BHATTACHARYA et al., 2015).

Dos casos de hepatotoxicidade induzida pelo uso de farmacos, 10% se devem

ao uso dos AINEs (BESSONE, 2010), acometendo mais frequentemente o sexo


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zaki%20SA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23168870
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nilofer%20AR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23168870
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feminino com idade avancada (TSUJIMOTO et al., 2016). Entretanto, seu
mecanismo ainda ndo é bem esclarecido, sendo, em sua maioria, observada uma
lesdo secundaria a uma reacéo idiossincratica (BOELSTERLI, 2002), caracterizada
por necrose massiva e elevado infiltrado inflamataorio
(SCHATTNER; SOKOLOVSKAYA; COHEN, 2000), que pode ocorrer apds 15 dias
do uso do farmaco (BESSONE, 2010).

Doses terapéuticas possuem varios mecanismos de acdo, como a inibicdo de
enzimas responsaveis pela biossintese de prostanoides inflamatérios formados a
partir do &cido araquidénico (PHAM et al., 2016), sendo asua principal atividade
farmacoldgica relacionada a inibicdo seletiva e acentuada da enzima COX-2, com
discreta inibicdo da enzima COX-1 (HOWARD, 2004).

A inibicdo da COX-2 é decorrente da interacdo do grupamento sulfonamida da
molécula do farmaco com um residuo de arginina em uma cavidade hidrofilica da
enzima (SILVA, 2010) e prové, principalmente,uma reducdo da producdo de
exudatos e prostaglandinas proé-inflamatorias, exercendo efeitos benéficos sobre a
dor e inflamacgdo. Em acréscimo, hé inibicdo de proteinases especificas envolvidas
na degradacdo de proteoglicanos e colagenos de cartilagem e da geracdo de
radicais livres de oxigénio (VANE; BOTTING, 1995).

Em humanos, foi observado que apdés administracdo de 100mg/dia de
nimesulida, por via oral, houve uma completa supressdo da atividade enzimatica da
COX-2 (KIM et al.,, 2012).Em estudo in vivo, com roedores, essa droga exibe
atividade quimiopreventiva contra cancer mamario, de células escamosas e
pancreas (FURUWAKA et al., 2003). Contudo, a administracdo de doses elevadas
(=80-100mg/kg) esta associada a reacdes letais. Entretanto, a oferta de até 50mg/kg
nao evidencia toxicidade significativa (SINGH et al., 2012). Ja em estudo in vitro, é
capaz de impedir a proliferacdo de células cancerigenas por promover aumento em
sua taxa de apoptose (HAN & ROMAN, 2006).
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3 HIPOTESE

O consumo de uma dieta ocidentalizada por ratas desde o periodo pré-
gestacional e continuada até a gestacdo ou até a lactacdo provoca repercussfes
adversas mais graves nos descendentes expostos até o desmame do que

naqueles que foram expostos a dieta apenas até o nascimento, causando:

e Aumento do peso corporal, maior adiposidade abdominal, elevagao da
glicemia e dislipidemia;
e Exacerbacdo da resposta inflamatoria aguda e reducdo da eficacia

farmacolégica da Nimesulida.
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4 OBJETIVOS
4.1GERAL

Investigar o impacto da dieta ocidentalizada ingerida por ratas no periodo pre-
gestacional, gestacional e lactacional, sobre a intensidade da resposta

inflamatoria aguda e eficacia farmacoldgica da Nimesulida na prole.

4.2 ESPECIFICOS

» Nas matrizes

e Avaliar o consumo alimentar;
e Avaliar a evolugéo ponderal;

e Avaliar a glicemia de jejum;

> Nos filhotes

e Avaliar a evolucéo ponderal;

e Avaliar o consumo alimentar;

e Avaliar a severidade da resposta inflamatéria aguda;

e Avaliar o efeito da Nimesulida sobre o edema de pata induzido;

e Avaliar o perfil glicémico e lipémico;

e Determinar em qual periodo de inicio da vida o agravo nutricional precoce

atinge mais negativamente os parametros acima mencionados.
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5 METODOLOGIA

A pesquisa foi desenvolvida nos Departamentos do Centro de Ciéncias da Saude
(CCS) e Centro de Biociéncias (CB), localizados na Universidade Federal de
Pernambuco — UFPE, Campus Recife, e no Departamento de Medicina Veterinaria,

localizado na Universidade Federal Rural de Pernambuco — UFRPE.

Todos os procedimentos experimentais descritos a seguir foram submetidos a
andlise e aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da UFPE sob
0 numero de protocolo 0034/2016 (ANEXO A) e estdao conforme as resolucdes e
diretrizes determinadas pelo CONCEA (Conselho Nacional de Controle
Experimentacdo Animal) (MCTI, 2014).

5.1Animais, habitacao e dieta

Dezoito fémeas primiparas e nove machos da linhagem Wistar (Rattus
novergicus albinus), advindos da colonia do Departamento de Nutricdo da
Universidade Federal de Pernambuco, foram acasalados (proporcédo de duas
fémeas para um macho) e a gestacdo confirmada pela visualizacdo de
espermatozoides na secrecdo vaginal. As ninhadas foram compostas por 8 filhotes
(machos:fémeas na proporcdo de 4:4 ou 4:3), onde apenas 2 machos de cada

matriz foram utilizados para analise.

No biotério de criacdo do Departamento de Nutricdo (DN) os animais foram
mantidos sob temperatura de 22 + 1°C, umidade relativa de 60% e ciclo de luz
invertido (periodo claro: 20:00h as 8:00h; periodo escuro: 8:00h as 20:00h), visto
que os roedores sao animais de habito noturno, ou seja, realizam suas atividades
exploratérias e de caca no escuro, enquanto que durante a exposicdo a luz
descansam (ANDRADE; PINTO; OLIVEIRA, 2002). As matrizes e seus respectivos
filhotes foram separados de acordo com a intervencéao dietoterapica.

A figura 4 representa o desenho experimental do presente estudo, onde as
matrizes do Grupo controle [GC (n=6)] receberam racdo comercial durante todo o
periodo de acompanhamento. As matrizes do Grupo ocidentalizado [GO (n=12)]
receberam a racédo experimental ocidentalizada desde o periodo pré-gestacional e,

no primeiro dia de lactagdo, foram subdivididas da seguinte forma: Grupo
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ocidentalizado gestacdo [GOg (n=6)] = matrizes do grupo ocidentalizado que
receberam racdo ocidental do periodo pré-gestacional até o nascimento de seus
filhos e racdo padrdo comercial a partir do primeiro dia de lactacdo até o desmame;
Grupo ocidentalizado gestacdo e lactacdo [GOgl (n=6)] = matrizes do grupo
ocidentalizado que receberam racdo experimental ocidental durante todo o periodo

de acompanhamento (pré-gestacao, gestacéo e lactacdo).

MATRIZES I PROLE
PRECDNCEP%~0| GESTAGAO ‘ LACTAGAO I AQ DESMAME ‘ AOS 60 DIAS DE VIDA
GCf(n=6)
SEVERIDADE DA
GC(n=6) —» GC(n=6) — GC(n=6) —» GCf(n=12) —»
(n=6) (n=6) (n=6) (n=12) RESPOSTA|NFLAMATOR|A<: GCF-N (n=6)
SEVERIDADE DA GQgf(n=6)
Gog(n=6) — GQgf(n=12) — RESPOSTA INFLAMATORIA COgh-N (1)
gf-N(n=
GO(n=12) —* GO (n=12)
_ SEVERIDADE DA GOglf(n=6)
60gl(n=6) — GOgf(n=12) —> pEapgsTA INFLAMATORIA <: R
GOglf-N {n=6)

Figura 4: Desenho experimental da distribuicdo das matrizes e seus respectivos filhotes. GC: Grupo
controle. GO: Grupo ocidentalizado. GOg: Grupo ocidentalizado gestacdo. GOgl: Grupo
ocidentaizado gestacéo e lactacdo. GCf: Filhotes das matrizes do grupo controle. GOgf: Filhotes das
matrizes do grupo ocidentalizado gestacdo. GOglf: Filhotes das matrizes do grupo ocidentalizado

gestacao e lactacdo. n: Namero de animais por grupo. N: Filhotes tratados com Nimesulida.

A racdo ocidentalizada ofertada durante todo o periodo experimental seguiu o
preconizado pela American Institute of Nutrition Rodent Diet-93 para crescimento
(AIN-93G) e foi elaborada no Laboratério de Nutricdo Experimental e Dietética do
DN. Sua composicao foi baseada e adaptada pelo proposto por Ferro Cavalcante et
al. (2014), sendo a contribuicdo dos macronutrientes, em relacdo ao valor energético

total, conforme tabela 1.

Tabela 1: Distribuicdo centesimal dos macronutrientes das racbes ofertadas as

matrizes do grupo controle e ocidentalizado.

Racéo/ Macronutriente Caloria Carboidrato Proteina Lipidio

Racédo Controle
(comercial) 3,6kcal/g 63% 26% 11%

Racéo Ocidentalizada 4,6kcallg 45%* 21% 34%

*Das fontes de carboidratos totais, 22% correspondeu a frutose sintética. Kcal/g: Quilocaloria por

grama de racéo.
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Os célculos da composicao centesimal de macronutrientes foram de acordo com
o fornecido pelos produtores (racdo padrao comercial - Presence®) e, para racéo
experimental ocidentalizada, foi feita a analise no Laboratorio de Experimentacao e
Andlise de Alimentos (LEAAL) do DN da UFPE. Na tabela 2 encontra-se descrita a

composicao da racao ocidentalizada. Racao e agua foram ofertadas ad libitum.

Tabela 2: Composicdo centesimal da racdo experimental ocidentalizada de

crescimento (g/100g de racéo).

Ingredientes Quantidade (g/100g)
Amido de milho 8,00
Farinha de rosca 4,00
Racéo comercial de biotério (Presence®) 8,00
Biscoito maisena chocolate 5,00
Farinha de soja 3,00
Caseina (Roster®) 20,00
Celulose (Roster®) 2,00
Acdlcar cristal 15,00
Frutose sintética (Doce menor®) 10,00
Mix Sais Minerais (AIN 93G) (Roster®) 2,50
Mix Vitaminas (Roster®) 0,70
Colina (Roster®) 0,25
Metionina (Roster®) 0,25
BHT (Roster®) 0,014
NacCl 0,30
Glutamato Monossoédico 1,00
Oleo de soja 4,00
Banha de porco 5,00
Manteiga 3,00
Margarina (85% lipidio) 4,00
Creme de leite (20% lipidio) 4,00

Adaptacéo: FERRO CAVALCANTE et al. (2014).

5.2 Determinacdo do consumo alimentar e coeficiente de eficiéncia alimentar

O consumo alimentar das matrizes (desde o periodo pré-gestacional até o
desmame) e de suas proles, do periodo pés-desmame (22° dia) até os 60 dias de
vida, foi avaliado a cada 2 dias (48 horas) e aferido através de balanca digital BEL,

modelo L2102, com capacidade para 2,1kg e variacdo de 0,01g.Para obtencéo da
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quantidade de racdo ingerida, foi realizado o calculo da subtracdo entre o0 peso
inicial da ragdo ofertada e a sobra restante na gaiola.

O coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA) foi determinado para as matrizes
durante o periodo pré-gestacional, de acordo com a avaliacdo do ganho de peso de
cada grupo em relacdo ao seu consumo alimentar, a partir da divisdo do ganho de
peso total (g) pela ingestdo alimentar total (kcal) (LEVIN; TRISCARI; SULLIVAN,
1986).

5.3 Determinacao da evolucao ponderal

A aferigdo do peso corporal foi realizada semanalmente nas matrizes (Quintas
feiras, das 7:00h as 8:00h da manha), do periodo pré-gestacional até o desmame,
enquanto que em suas respectivas proles foi aferido ao nascimento, ao desmame
(21° dia) e aos 60 dias de vida, em balanca digital BEL, modelo L2102, com
capacidade para 2,1kge variagéao de 0,01g.

5.4 Determinacgao da glicemia de jejum

As matrizes tiveram a glicemia de jejum aferida no periodo pré-gestacional
(30°, 60°, 90° e 120° dia de vida), gestacional (1°,2° e 3° semana) e lactacional (1°,2°
e 3° semana). As amostras sanguineas foram obtidas através do puncionamento da
ponta da cauda dos animais e analisadas pelo Kit Monitor de Glicemia Accu Chek
Performa® apds as fémeas ficarem em jejum durante o periodo de 12 horas (8:00h
as 20:00h).

5.5 Avaliacdo da fase aguda da resposta inflamatoria na prole de ratas Wistar

alimentadas com dieta ocidentalizada

Aos 60 dias de vida, 36 filhotes machos de ratos Wistar (n=12/grupo) foram
subdivididos, conforme tratamento farmacoldgico, e submetidos a avaliacdo da
resposta inflamatéria aguda, através da avaliacdo do volume do edema de pata
induzido por carragenina, no Laboratério de Farmacologia e Produtos Bioativos do
CB.

Seis subgrupos foram formados, onde apenas trés [GCf-N (n=6), GOgf-N (n=6) e
GOglf-N (n=6)] foram tratados com o farmaco Nimesulida (Medley®, 50mg/1ml de

solucéo oral) administrado intraperitonealmente, favorececendo a rapida dissipacéo
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do farmaco para circulacdo, jA que a cavidade peritoneal possui grande area de
absorcdo (HOWLAND; MYCEK, 2007), enquanto que os outros trés [GCf (n=6), GOgf
(n=6) e GOgIf (n=6)], ndo. Em seguida, as duas etapas descritas a seguir foram

realizadas:

A) Os animais do grupo néao tratado (GCf/GOgf/GOglf) receberam uma injecéo
subplantar de Carragenina tipo IV (Sigma-Aldrich®) (0,1mL), preparada
comercialmente (1% w/v em solucéo salina), na pata traseira esquerda.

B) Os outros animais (GCf-N/GOgf-N/GOglf-N) foram submetidos ao mesmo
procedimento descrito acima, porém, previamente tratados com Nimesulida
(10mg/kg; v.i.p) quarenta e cinco minutos antes da injecdo subplantar do

agente edematogénico (carragenina) (MENEZES, 2016).

A carragenina € um polissacarideo extraido de algumas espécies de algas
vermelhas. Estruturalmente, € um grupo complexo de polissacarideos composto por
mondmeros relacionados a galactose, sendo de trés tipos principais: lambda, kappa
e iota. A forma lambda da origem a um gel pouco firme a temperatura ambiente e é
capaz de induzir uma resposta inflamatéria quando injetado por via subcutanea
(MORRIS, 2003), induzindo a liberacdo de citocinas inflamatorias e migracdo de

células imunes em ratos (CUNHA et al., 2008).

O volume da pata a qual foi injetado o agente edematogénico foi medido em
Pletismbmetro digital (Panlab — Harvard Apparatus, Modelo LE 7500) antes (Tempo
= 0 min.) e 30, 60, 90, 120, 180 e 240 minutos apos a injecdo da carragenina, para
gue tanto a fase precoce como a tardia da inflamacdo aguda pudesse ser avaliada
(KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005). A variacdo do volume das patas foi expressa em
mililitros pela diferenca registrada no volume das patas antes (T=0 min.) e apos a

injecdo do agente edematogénico ao final de cada intervalo de tempo.

A intensidade da resposta inflamatéria (volume do edema) exibida pelos grupos
gue sofreram tratamento farmacol6gico com Nimesulida foi comparada ao seu
controle, sendo a atividade anti-edematogénica da Nimesulida calculada através da
equacao abaixo, em termos de porcentagem de inibicdo, de acordo com o proposto
por Karthikeyan e Deepa (2011):
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(%l) = [(Vc- Vi) / V] x 100

%I = Percentual de inibicdo; Vc: Volume do edema de pata dos animais ndo tratados. Vt: Volume do
edema de pata dos animais tratados com Nimesulida. Vc-Vt = Diferenca entre o volume da pata do

grupo néo tratado e grupo tratado.

A avaliacdo dos resultados da severidade da resposta inflamatoria aguda foi de
acordo com os valores absolutos obtidos do edema de pata e analisada através de
comparacao intragrupo (GCf vs GOgf vs GOglf) e entre grupos (GCf vs GCf-N, GOgf
vs GOgf-N e GOglf vs GOglf-N). Em adicao, o percentual de alteracdo do volume da

pata, quando comparada ao seu grupo controle (100%), também foi considerado.
5.5.1 Dosagem de IL-6 e TNF-a em homogenato da regido subplantar

A raspagem de células da regido subplantar das patas dos filhotes foi
realizada logo apos a avaliagdo da severidade da resposta inflamatéria aguda. Em
seguida, no Departamento de Antibidticos da UFPE, foram homogeneizadas em
500uL de solugdo tampao HTAB (brometo de hexadeciltrimetilaménio, pH 6,0) a
0,5% e armazenadas em um freezer a - 80°C.

Para a caracterizagao dos niveis de TNF-a e IL-6 foi empregado o método
ELISA (sanduiche indireto), utilizando-se kits comerciais especificos (Boster
Biological Tecnology Co. Ltd., Fremont, Califérnia, EUA). As amostras foram
testadas em duplicata e os resultados gerados através da comparagdo da
absorbancia com as curvas padroes e apresentados em picograma por mililitro
(pg/ml).

5.5.2 Atividade da Mieloperoxidase (MPO) no homogenato da regido subplantar

Para quantificagcdo da MPO foram utilizadas as mesmas amostras da regiao
subplantar da pata edemaciada dos animais, coletadas e armazenadas conforme ja
descrito. Em seguida, o homogenato foi centrifugado a 14.000 g por 10 minutos, a
4°C, e o sobrenadante coletado.

A atividade enzimatica da mieloperoxidase foi avaliada segundo Bradley et al.
(1982). O tecido plantar foi adicionado a 0,5 ml de solugao de fosfato de s6dio 80mM
contendo 0,5 % de hexadeciltrimetilamonio (HTAB). A amostra foi homogeneizada e
centrifugada durante 10 minutos a 3000 g. Aliquotas do sobrenadante (10pl) foram
distribuidas em placa de 96 pocos e adicionado 200ul da solugao de O-dianisidina
[5mg de O-dianisidina (Sigma, St. Louis, Missouri, USA), 27 ml de agua deionizada,
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2,99 ml de tampéo fosfato de sddio e 15ul de perdxido de hidrogénio].

A leitura foi realizada 10 minutos apds a adigao da solucédo de O-dianisidina a
450nm e a unidade da atividade de MPO foi definida como aquela capaz de
converter 1umol de perdxido de hidrogénio em agua em 1 minuto a 22°C. Amedida
que o perodxido de hidrogénio foi degradado, ocorreu a produgdo do anion
superoxido, que converteu a o-dianisidina em um composto de cor marrom. Os
resultados foram expressos como atividade de MPO/ ml.

5.6 Avaliagoes Post mortem
5.6.1 Determinacdo da circunferéncia abdominal e do indice de massa corporal
(IMC)

Ap0s a finalizagao dos experimentos, com os animais ainda sedados, através
do uso de uma fita métrica inextensivel, foi aferida a circunferéncia abdominal e
comprimento naso-anal dos animais.

A fita métrica foi colocada na regido proxima ao inicio das patas traseiras,
circundando a regidao abdominal; em seguida, foi aferido o comprimento entre a
extremidade nasal e a anal para posterior calculo do IMC [Peso /comprimento naso-
anal?(g/cm?)] (NOVELLI et al, 2007).

5.6.2 Determinagao do perfil bioquimico e hematoldgico

Apos determinacdo dos parametros murinométricos, uma incisdo vertical na
regido abdominaldos animais foi realizada para obtengcao de amostras sanguineas
(5mL) através de puncao intracardiacapara determinagao das variaveis bioquimicas
[Albumina sérica, PCR, glicemia de jejum, colesterol total, lipoproteina de baixa
densidade (LDL), lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL), aspartato
aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT)] e contagem total dos
leucdcitos.

A amostra sanguinea foi centrifugada a 2500g, por 20 minutos, para obtengéo
do soro e, em seguida o mesmo foi armazenado em freezer, a -20°C, para posterior
analise. As anadlises bioquimicas foram realizadas no Laboratério de Doengas
Metabdlicas e Nutricionais da UFRPE, através do uso de um analisador
automaticoLabmax 400® e reagentes especificos labtest®.

5.6.3 Avaliagédo de peso umido de érgaos e gordura abdominal
O coragao, estbmago, rim direito, rim esquerdo, baco, figado e gordura
abdominalforam pesados em balanca digital de precisdo Marte® AL200, com
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capacidade maxima de 200g e variagao de 0,01g.

5.6.4 Histologia hepatica

Apés coletado e pesado, o figado foi seccionado a um tamanho de
aproximadamente 0,5 a 1,0 cm, acondicionado em cassetes para moldagem em
bloco e imerso em formalina tamponada a 10% para fixacdo, em uma proporcao
1:30 (volume da amostra para o volume de formalina). Ap6s um periodo de 24
horas, as amostras foram lavadas com agua corrente para remoc¢do total de
residuos formolicos e, posteriormente, imersas em alcool etilico a 70% até seu

processamento.

No Laboratério de Pesquisas Citolégicas e Moleculares do Centro de
Biociéncias da UFPE as amostras foram incluidas em parafina e seccionadas
através de um micrémetro histologico em uma espessura de 4 micrdmetros,
dispostos em laminas de vidro, e corados pelo método H&E (hematoxilina e eosina)
para posterior anélise em microscopio de campo aberto (Olympus BX-50), na
objetiva de 40x.

5.7 Andlise estatistica

A analise estatistica e constru¢do dos graficos foram realizadas no software
Graphpad Prism® 5.0 e os resultados obtidos expressos em média + desvio padréo.
O teste de Shapiro Wilk foi utilizado para avaliar a normalidade das variaveis.

Para avaliagdo do peso corporal, consumo alimentar, glicemia de jejum materna,
volume do edema de pata e porcentagem de inibicdo da Nimesulida foi utilizado o
teste de varidancia ANOVA two-way de medidas repetidas, seguido do pés-teste de
Bonferroni, quando observada diferenga entre os grupos.

Para analise dos parametros bioquimicos, quantificacdo de citocinas, atividade
da mieloperoxidase e peso de o6rgaos umidos foi utilizado o teste de varidncia
ANOVA one-way, seguido do teste de Tukey, quando observada diferenca entre os
grupos.

Considerado para fins estatisticos o nivel de significancia de p<0,05 (5%).
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6 RESULTADOS
6.1 Matrizes

6.1.1 Evolucao ponderal, glicemia de jejum e consumo alimentar
6.1.1.1 Periodo pré-gestacional

O peso médio das ratas no inicio do periodo experimental foi de 50,3+10,3g.
Neste momento dois grupos foram formados, segundo a intervencéo dietética (GC =
Grupo Controle — racdo comercial e GO = Grupo Ocidentalizado - racéo
experimental ocidentalizada). Ao chegar a idade adulta, média de 13 semanas apos
0 inicio do estudo, as ratas apresentaram diferencas de peso corporal em torno de
21% (GC=238,5+13,6g e GO= 288,75+20,4Q).

Durante a avaliacdo do consumo alimentar médio semanal foi possivel observar
no GO uma ingestao alimentar inferior, em torno de 40 a 45% (GC= 137,5+£35,3g e
GO: 80,6+13,5q, p<0,01), desde a primeira semana de oferta da ragéo (Figura 5).
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Figura 5: Ingestdo alimentar das matrizes durante o periodo pré-gestacional. GC = Grupo Controle;
GO = Grupo ocidentalizado. g:Gramas. S: Semanas. *vs GC. Anova two way de medidas repetidas
(p<0,01).

Ao avaliar o CEA, observa-se que em funcdo da quantidade de alimento
ingerido, este foi de 10% para o GC e 17% para o GO (GC=0,10+0.02;

GO0=0,17+0,05, p<0,01). Este coeficientedemonstra a eficiéncia de ganho de peso

em funcdo da quantidade de alimento ingerido, ou seja, a ragdoocidentalizada,
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mesmo quando ingerida em menor quantidade, possui uma maior eficiéncia para o

aumento do peso corporal.

A determinacdo da glicemia de jejum aos 30, 60, 90 e 120 dias de vida
evidenciou, para o GC, valores de 82,11+5,88mg/dL; 86,33+4,84 mg/dL; 88,71+8,22
mg/dL; 88,66+6,80 mg/dl, respectivamente. Enquanto que, para o grupo GO,
respectivamente 81,38+7,39 mg/dL; 88,83+5,80 mg/dL; 95,61+4,88 mg/dL;
128,9248,24 mg/dL, onde a diferenca pode ser observada no 120° dia de vida
(p<0.001) (Figura 6).
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Figura 6: Glicemia de jejum das matrizes do GC e GO, durante o periodo pré-gestacional, aos
30,60,90 e 120 dias de vida. GC = Grupo controle; GO = Grupo ocidentalizado. mg/dL: Miligrama por

decilitro. *vs GC. Anova Two way de medidas repetidas (p<0,001).

6.1.1.2 Gestacao

A média da ingestédo alimentar semanal entre 0os grupos durante a gestacéo
também mostrou-se reduzida (x30%) no GO. Na figura 7A podem ser observados os
resultados da ingestdo alimentarde acordo com a semana gestacional
(GC:138,6+30,4g; 173,3+30,29; 193+56,8g e GO: 96,4+20,7g; 100,8+13,8¢;
115,5+£22,3g, respectivamente para 12, 22 e 32 semana, p<0,01).

A figura 7B reflete a evolucéo ponderal do periodo referido (GC: 252,6+12,2g;
268,6+13,2g; 303,7+15,3g. GO: 290,8+16,5g; 306,5+19,3g; 343,2+23,4g, p<0,01,
para a 1322 e 32 semana gestacional, respectivamente) e a observacao entre a
reducdo do consumo alimentar e aumento de peso corporal, reforcando a

associacao entre a evolucéo ponderal e o CEA.
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Figura 7: Consumo alimentar (A) e Evolucao ponderal (B) de ratas das matrizes do GC e GO, de
acordo com a semana gestacional. GC: Grupo controle. GO: Grupo ocidentalizado. g:Gramas.

S:Semanas. *vs GC. Anova two way de medidas repetidas (p<0,01).

Quando avaliada a glicemia de jejum, conforme a semana gestacional,foram
obtidosos respectivos valores para a primeira, segunda e terceira semana:
89,22+7,41mg/dL;94,66+4,30mg/dL e 96,6+4,89mg/dL, para o GC e 128,94+9,84
mg/dL; 132,88+9,79mg/dL;137,05£9,60 mg/dL, para o GO (p<0,001). A diferenca
encontrada na 12 semana permaneceu até a 32 semana de gestacdo, conforme

figura 8.
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Figura 8: Glicemia de jejum das matrizes do GC e GO, por semana gestacional. GC: Grupo controle.
GO: Grupo Ocidentalizado. mg/dL: Miligrama por decilitro. S: Semana. *vs GC. Anova two way de

medidas repetidas(p<0,001).
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6.1.1.3 Lactacao

Ao inicio da lactacédo, o GO foi subdivido em GOg e GOgl, de acordo com a
intervencao dietética, conforme ja descrito no desenho experimental. Curiosamente,
apesar do GOg ter consumido racdo comercial no periodo da lactacdo, a diferenca
para com o GC, de acordo com os valores glicémicos, o qual permaneceu 30% mais
elevado, peso corporal e ingestdo alimentar, com consumo alimentar 37% inferior,
se mantiveram durante as trés semanas de lactacéo, reforcando o poder que a dieta
ocidentalizada exerce sobre o metabolismo corporal a longo prazo, mesmo quando
ndo € mais consumida. Contudo, quando comparado ao GOgl, apenas uma

diferenca ponderal na segunda semana de lactacao foi observada (Tabela 3).

Tabela 3: Glicemia de jejum, peso corporal e consumo alimentar das matrizes

durante a 123, 22 e 32 semana de lactacao.

SEMANA DE LACTACAO

GRUPO 12 22 32
Glicemia de jejum
GC (mg/dL) 94,1145,96 97+7,05 97,77+6,47

GOg (mg/dL) 128,22+6,07* 126,11+5,60* 123,66+6,70*

GOgl (mg/dL) 124,66+7,74* 124,44+6,32* 126,44+5,59*

Peso corporal

GC (9) 258,8+11,50 258,1+16,20 260,2+12
GOg (9) 285+12,50* 275,5+10,40* 276,1+8,30*
GOgl (9) 296,3+18,10* 293,9+16,40* 286,3+14,30*

Consumo alimentar

GC (9) 244,7+60,00 281,6+42,50 301,2+44,10
GOg (9) 152,4+19,80* 179,1+20,90* 185,9+21,40*
GOdgl (9) 127+23,00* 139,5+30,50* 146,7+32,80*

Resultados expressos em médiatDP. GC: Grupo controle. GOg: Grupo ocidentalizado do pré

gestacional até o 21° dia de gestacdo. GOgl: Grupo ocidentalizado do pré gestacional até o

T

desmame. mg/dL: Miligrama por decilitro. g: Gramas..*vsGC.'vsGOg. Anova two way de medidas

repetidas, seguida do pOs-teste de Bonferroni (p<0,001).
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6.2 Prole
6.2.1 Antropometria e consumo alimentar

As diferencas entre o tipo de racdo consumida, a quantidade de ragéo ingerida e
0 peso corporal das ratas ndo refletiram alteracdes no peso meédio da prole ao
nascer (GCf=6,5+0,59; GOgf=6,4+0,59; GOglf=6,5+0,8g, p=0,55), no numero de
filhotes por ninhada (GCf=10,44+1,66; GOgf=11,88+2,31, GOglf=11,55+2,12,
p=0,13) ou na propor¢cdo fémea:macho por ninhada, onde o GCf=5,33t1,00;
GOgf=5,66+1,50; GOgIf=5,66+1,22 para as fémeas (p=0,51) e, para os machos:
GCf=5,11+1,16 e GOgf=6,22+1,30; GOgIf=5,88+1,36 (p=0,07).

Ao desmame, diferencas ponderais também ndo foram observadas (p>0,05).
Contudo, aos 60 dias de vida essa diferenca p6de ser vista (GCf=258,9+26,0q;
GOgf=294,948,2g; GOglf=291,1+21,2g. p<0,01) (figura 9). Porém, quando avaliado o
peso do GOgfvs GOglf, ndo foram observadas diferencas (p>0,05).
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Figura 9: Avaliacdo ponderal do GCf, GOgf e GOglf ao nascimento (0d), ao desmame (21d) e aos 60
dias de vida. GCf: Filhotes do grupo controle. GOgf: Filhotes do grupo que recebeu ragéo ocidental do
periodo pré gestacional até o 21° dia de gestacdo. GOglf: Filhotes do grupo que recebeu
racdoocidental do periodo pré gestacional até o desmame. g: Gramas. d: Dias. *GOgf e GOglf vs

GCf. Anova two way de medidas repetidas, seguido do pds- teste de Bonferroni (p<0,01).

Além da diferenca ponderal, aos 60 dias de vida, os filhotes do GO também
exibiram um aumento da circunferéncia abdominal (GCf=14,41+1,33;
GOgf=15,9+0,5cm; GOglf=15,4+0,7cm, p<0,05) ealteracdo no comprimento
(GCf=20,95+0,66cm; GOgf=21,6+0,5cm; GOgIf=22+1,1cm, p<0,05). O indice de
massa corporal ndo diferiu entre os grupos (GCf=1,25+0,21; GOf=1,20+0,11g/cm?,
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p=0,89), o que pode ser justificado pelo fato do GOgf e GOglf terem além do maior

peso, maior comprimento.

O consumo alimentar médio semanal da prole, avaliado desde o 22° ao 60° dia
de vida, variou ao longo das semanas de observacdo, conforme demonstrado na
figura 10, onde pode ser observado aumento da ingestdo alimentardo GOgf, quando
comparado ao GCf (GOgf: 144,29 e GCf: 118,49,p<0,05)na segunda semana apos

desmame.

Entretando, a partir da 42 semanade acompanhamento péde ser observado
aumento doconsumo alimentar da prole GOglf, quando comparado aos demais (42
semana: GOglf: 159,6g, GOgf: 138g e GCf: 1309, p<0,05; 52 semana: GOglf: 168,3q,
GOgf: 132,89 e GCf: 130,69; p<0,001).

-O- GCf
O GOgf
-4 GOglf

e S

a N 9o

o ua o

1 1 J
>(.

ingestdo alimento (g)

25 | 1 1 1 1
1S 2S 3S 4S 5S

SEMANAS ACOMPANHAMENTO

Figura 10: Consumo alimentar da prole GCf, GOgf e GOglf, do 22° ao 60° dia de vida. GCf: Filhotes
do grupo controle. GOgf: Filhotes do grupo que recebeu racdo ocidentalizada do periodo pré
gestacional até o 21° dia de gestagcdo, com racdo comercial durante lactacdo. GOglf: Filhotes do

grupo que recebeu ragdo ocidentalizada do periodo pré gestacional até o desmame. g: Gramas. S:
Semanas. *GOgf e GOgIf vs GCf. #Gng vs GOglf. Anova two way de medidas repetidas, seguido do
pés-teste de Bonferroni (p<0,01).

6.2.2 Severidade da resposta inflamatdria aguda

Quando avaliada a intensidade da resposta inflamatoria entre 0s grupos nao
tratados ndo foram observadas diferencas (p>0,05), sugerindo que o tipo de dieta
consumida pelas matrizes e seu estado nutricional desde o periodo de pré-

concepcao pode ter repercutido em uma adaptagdo metabodlica em seus filhos, ndo
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refletindo na exacerbacdo da resposta inflamatéria aguda aos 60 dias de vida.
Entretanto, apesar de nao ter havido uma diferenca da resposta inflamatéria aguda
entre 0s grupos, uma maior alteracdo no volume da pata do GOglf [120min (+15%),
180min (+26%), 240min (+22%)] e GOgf [240min (+37%)] foi observada.

Na tabela 4 € possivel observar as alteragbes de volume do edema da pata
traseira esquerda dos animais nao tratados, apds aplicacdo do agente

edematogénico (carragenina).

Tabela 4: Média do volume (ml) de pata dos grupos GCf, GOgf e GOgIf (n = 6
animais/grupo) com edema de pata induzido por injecdo de carragenina na regiao

subplantar (0,1mL).

EDEMA DE PATA (mL)

TEMPO/GRUPO GCf GOgf GOglf
30 minutos 0,24+0,07 0,11+0,02 0,20+£0,08
(100%) (-54%) (-17%)
60 minutos 0,31+0,13 0,24+0,03 0,29+0,13
(100%) (-22%) (-6%)
90 minutos 0,44+0,23 0,38+0,05 0,4310,11
(100%) (-14%) (-2%)
120 minutos 0,54+0,08 0,54+0,05 0,62+0,17
(100%) (100%) (+15%)
180 minutos 0,49+0,22 0,50+0,10 0,62+0,17
(100%) (+2%) (+26%)
240 minutos 0,27+0,09 0,37+0,07 0,33%0,12
(100%) (+37%) (+22%)

Resultados expressos em médiatDP. Comparacao intragrupo. GCf: Filhotes do grupo controle. GOgf:
Filhotes do grupo ocidentalizado que recebeu dieta ocidentalizada até o 21° dia de gestacdo e dieta
comercial durante a lactacdo. GOglf: Filhotes do grupo ocidentalizado que recebeu dieta
ocidentalizada até o desmame. () Percentual de alteragdo do volume da pata em relacdo ao GCf.

Anova two way de medidas repetidas (p>0,05).

Para todos os grupos submetidos a tratamento com Nimesulida houve menor
severidade da resposta inflamatéria (a partir dos 120 minutos para o GCf-N e dos 90
minutos para o GOgf-N e GOglf-N) quando comparados aos seus respectivos
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grupos ndo tratados (p<0,05), o que pode ser inferido a acdo da Nimesulida. Ao
analisar a eficacia farmacologica da Nimesulida, foi observado maior percentual de
inibicdo nos animais oriundos dos grupos ocidentais a partir dos 90 minutos, para o
GOglf-N, e dos 120 minutos, para o GOgf-N versus o GCf-N (p<0,05) (Figura 11).
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Figura 11: Comparacdo entre grupos do efeito da nimesulida (10mg/kg) sobre o edema de pata
induzido no GCf (A), GOdgf (B) e GOglf (C). %: Percentual de inibicdo da Nimesulida em cada intervalo
de tempo. *Comparacao entre cada grupo tratado e seu respectivo controle (GCf vs GCf-N, GOgf vs
GOgf-N e GOglf vs GOglf-N). Anova two way de medidas repetidas, seguido do poés-teste de
Bonferroni (p<0,05).

6.2.3 Dosagem de IL-6, TNF-& e MPO no homogenato da regido subplantar

Para os grupos nédo tratados, foi identificado que os animais oriundos dos
grupos ocidentais apresentaram maiores concentracbes de todos os parametros

analisados (p<0,05). Em adendo, o GOglf apresentou IL-6 mais elevada versus o

* 93%
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GOgf (p<0,05). Para os grupos tratados com Nimesulida os descendentes dos
grupos ocidentais também obtiveram maiores valores de IL-6, TNF-ad e MPO
(p<0,05). Quando verificadas as diferencas entre gruposfoi visto que o GCf-N
apresentou TNF-& e MPO inferior ao GCf; GOgf-N menor atividade da MPO, quando
comparado ao seu par nao tratado e, para o GOglf-N, menores valores de IL-6 e
MPO versus o GOglf (p<0,05) (tabela 5).

Tabela 5: IL-6, TNF-& e MPO no homogenato da regiao subplantar dos animais néo
tratados e tratados com Nimesulida, apos 240 minutos de aplicagdo da carragenina
(0,1ml), aos 60 dias de vida.

GRUPO/ CITOCINA IL-6 TNF-& MPO
(pg/ml) (pg/ml) (MPO/mlI)
ANIMAIS NAO TRATADOS
GCf (n=6) 212+22,80 410+41,70 0,327+0,04
GOgf (n=6) 465+47,19*  453+46,70* 0,812+0,89*
GOglf (n=6) 534+53,27*F  452+55,20* 0,841+0,12*
ANIMAIS TRATADOS

GCf-N (n=6) 205+22,50 318+51,30* 0,102+0,08*
GOgf-N (n=6) 380+36,557  403+43,257  0,128+0,01™
GOglf-N (n=6) 503+51,60™"  435+23,107  0,128+0,04™

Resultados expressos em médiatDP. Comparagdo intra e entre grupos. GCf: Filhotes do grupo
controle. GCf-N: Filhotes do grupo controle tratados com nimesulida. GOgf: Filhotes do grupo
ocidentalizado que recebeu ragdo ocidentalizada até o 21° dia de gestagéo e racao comercial durante
a lactacdo. GOgf-N: Filhotes do grupo ocidentalizado que recebeu racéo ocidentalizada até o 21° dia
de gestacdo e que foram tratados com nimesulida. GOgIf: Filhotes do grupo ocidentalizado que
recebeu racdo ocidentalizada até o desmame. GOglf-N: Filhotes do grupo ocidentalizado que recebeu
racdo ocidentalizada até o desmame e que foram tratados com nimesulida. n=NUmero de animais por
grupo. N= Nimesulida. IL-6: Interleucina 6. TNF-&: Fator de necrose tumoral alfa. MPO:

Mieloperoxidase. Pg/ml: Picograma por mililitro.MPO/mI: Quantificacdo da Mieloperoxidade por
mililitro. *vsGCf. TvsGCHN.¥vs GOgf. BvsGOng. Anova Two way, seguido do poés-teste de Tukey
(p<0,01).

6.2.4 Avaliagcbes post mortem

6.2.4.1 Peso umido de orgaos
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Quando avaliada a quantidade de gordura da regido abdominal, o GOglf
apresentou maior adiposidade (GOglf:6,2+2g; GOgf:5,8+0,4g; GCf: 4,3£1,2q,
p<0,05). Entretanto, para o figado (GCf:4,08+0,45g; GOgf:3,92+0,14q;
GOglf:3,85+0,33g) e rins, coracdo, estbmago e baco, ndo houveram diferencas
(p<0,05).

6.2.4.2 Parametros bioquimicos

Quando avaliada a contagem de leucécitos totais dos animais nédo tratados, os
valores observados foram mais elevados nos descendentes dos grupos
ocidentalizados (p<0,0001). Todavia, ndo houve diferenca entre o GOgf e GOglf
(p>0,05). Para os grupos tratados, foram observadas diferencas entre todos os
grupos (p<0,05). Dentre eles, destaca-se o GOglf-N, que apresentou maior

recrutamento leucocitario.

A AST apresentou-se mais elevada no GOglf (p<0,05). Contudo, quando
avaliados os grupos tratados com Nimesulida, a AST se mostrou inferior nos grupos
expostos a dieta ocidental, quando comparados aos seus pares nao tratados
(p<0,05). A ALT néo diferiu na comparacao intragrupos (tratados e nao tratados).
Entretanto, na comparacéo entre grupos foi mais elevada no GOgf-N versus GOgf
(p<0,05).

Para a glicemia, no grupo nado tratado, maior valor foi encontrado na prole
GOglf, apenas (p<0,05). Os demais achados decolesterol total, triglicerideos, PCR e
albumina néo diferiram entre os grupos (p>0,05) e, na tabela 6, estdo descritos todos

0s parametros bioquimicos analisados.
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Tabela 6: Pardmetros bioquimicos dos animais ndo tratados e tratados com
Nimesulida, aos 60 dias de vida.

PARAMETROS BIOQUIMICOS/ ANIMAIS NAO TRATADOS

GRUPO
GCf (n=6) GOgf (n=6) GOglf (n=6)
Leucograma (mil/mms3) 7.014+1.01 10.130+1.54* 10.330+1.37*
Proteina C Reativa (mg/L) 5,9340,11 6,01+0,08 6,13+0,16
AST (UlL) 35,35+8,18  56,76+16,00 64,92+20,81*
ALT (UL) 132,7+37,62 107,9%+42,51 124,4+46,95
Colesterol Total (mg/dL) 52,48+16,17 61,09+14,66 57,50+12,69
Glicemia de jejum (mg/dL) 96,5+7,14 107+6,98 118,5+19,10*
Triglicerideos (mg/dL) 25,84+7,16 34,45+8,53 30,59+8,54
Albumina (g/dL) 2,33+0,09 2,26+0,05 2,26+0,08
ANIMAIS TRATADOS
GCf-N (n=6) GOgf-N (n=6) GOglf-N (n=6)
Leucograma (mil/mm?) 6.333+1.11  10.110+1.20"  15.740+1.86""
Proteina C Reativa (mg/L) 5,94+0,12 5,9940,26 6,09+0,42
AST(UL) 39,37+7,58 40,59+4,09" 45,73+2,73°
ALT(UL) 143,6+32,40 154,1+21,16" 160,7+18,04
Colesterol Total (mg/dL) 57,60+22,21  71,47+13,80 70,29+9,50
Glicemia de jejum(mg/dL) 114,5+13,42 116+10,80 119,8+23,50
Triglicerideos(mgr/dL) 27,1616,57 32,98+7,33 30,83+6,09
Albumina(g/dL) 2,25+0,10 2,27+0,08 2,30+0,05

Valores expressos em média + DP. Comparacéo intra e entre grupos. GCf: Filhotes do grupo controle.
GCf-N: Filhotes do grupo controle tratados com nimesulida. GOgf: Filhotes do grupo ocidentalizado
gestacdo. GOgf-N: Filhotes do grupo ocidentalizado gestacdo que foram tratados com nimesulida.
GOglf: Filhotes do grupo ocidentalizado gestacdo e lactacdo. GOglf-N: Filhotes do grupo
ocidentalizado gestacdo e lactagcdo e que foram tratados com nimesulida. AST: Aspartato
aminotransferase. ALT: Alanina aminotransferase. Mil/mm3: Mil por milimetro cubico. mg/dL:
Miligrama por decilitro. U/L: Unidade por litro. g/dL: Grama por decilitro. *vs GCf. #vsGCf-N.TvsGng-
N. BvsGng.“"vsGOgh‘. Anova One way, seguido do pés-teste de Tukey (p<0,05).

6.2.4.3 Histologia hepatica

Os resultados obtidos pela analise histoldégica néo identificaram diferencas

estruturais entre os grupos tratados e nao tratados (p>0,05), evidenciando que a
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dose utilizada da Nimesulida (10 mg/kg v.i.p) ndo causou dano ao tecido. Na figura
12 pode ser observada leve infiltracdo lipidica nos hepatdcitos do GCf (12A). E, ao

analisar o GOgf (12B) e GOglf (12C) maior acumulo de lipidios e sinais de processo

inflamatério, com infiltrado leucocitario proeminente no GOglf, foram observados
(p<0,05).

Figura 12: Fotomicrografias do figado de um animal do GCf (A), GOgf (B) e GOgIf (C) ap6s avaliagao
da severidade da resposta inflamatéria aguda, aos 60 dias de vida. Setas pretas evidenciam o

infiltrado lipidico (ILip) e as setas amarelas o infiltrado leucocitario (ILeu). Coloragdo com

Hematoxilina e Eosina (HE), observados através de objetiva de 40x.
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7 DISCUSSAO

Os resultados deste estudo corroboram com achados prévios, onde foram
observadas repercussfes adversas no estado nutricional e metabdlico da prole a
depender do estado nutricional (RAMONIENE et al., 2017) e da alimentacgio
materna (KUNZ; KING, 2007. CATALANO et al., 2009).

A oferta de dieta ocidental para as ratas no periodo pré-gestacional impactou em
aumento ponderal de 21% ao inicio da gestacdo. Este peso elevado associado a
continuidade da ingestdo da dieta ocidentalizada durante a gestacdo e lactacéo
promoveu nos descendentes: maior peso corporal, aumento da circunferéncia e
adiposidade abdominal, elevado consumo alimentar, maior producdo de citocinas
inflamatorias frente a um estimulo agudo e alteracdo da homeostase da glicose aos

60 dias de vida, apesar dos filhotes receberem racdo comercial apés o desmame.

A diferenca ponderal observada entre as matrizes do GC e GO no periodo de
pré-concep¢do corrobora com o ja descrito por Buettner et al. (2007), onde a
inducdo da obesidade pelo consumo de uma racao rica em gordura € mais efetiva
guando iniciada em roedores jovens e continuada por varias semanas, levando ao

aumento ponderal de 10-20% na idade adulta.

A hiperglicemia encontrada nas matrizes do GO do presente estudo, durante
todo periodo experimental, pode ser inferida ao excesso de tecido adiposo e de
acidos graxos livres circulantes, que promovem a ativacdo de receptores
denominados TLR-4 (receptor toll like 4), presentes na membrana plasmatica,
desencadeando a ativacdo de vias inflamatérias que vao interferir na sinalizacao da

insulina para captacao de glicose para o meio intracelular (DASU; JIALAL, 2010).

Morais, em 2012, ofertou dieta ocidental a matrizes durante a gestacdo e
lactacéo e, apesar da dieta ter sido composta por apenas 23% de lipidio como fonte
energeética, ja foi possivel observar menor consumo alimentar em gramas de
racdo/semana. Esse dado vai ao encontro do observado no estudo vigente, onde o
consumo alimentar semanal das matrizes do GO, que receberam uma dieta com

34% de lipidios, foi reduzido durante o periodo pré gestacional, gestacdo e lactagédo
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e tal achado pode ser inferido a composicédo dietetética e ao efeito diferencial dos
macronutrientes na saciedade (KONTUREK et al, 2004).

Little e Feinle-bisset (2010) observaram que a presenca de lipidios no trato
gastrintestinal provoca a liberagdo de hormonios intestinais, a exemplo da
colecistocinina, peptideo semelhante ao glucagon 1 e peptideo YY, assim como
retardo do esvaziamento gastrico (LITTLE; HOROWITZ; FEINLE-BISSET, 2007),
gue, em conjunto, contribuem para supressdao da fome e, consequentemente,

reducdo da quantidade de alimento consumido.

As diferencas observadas nas matrizes ndo repercutiram no tamanho da
ninhada, propor¢cdo macho:fémea e peso de seus filhos ao nascimento. Fato
semelhante ao observado por Connor et al. (2012), que utilizou uma dieta ocidental
experimental contendo 45% de lipidios e Purcell et al. (2011), que ofertou uma dieta

com 60% de gordura nas matrizes durante a gestacéo e lactacao.

Esta indiferenca mantem-se ao desmame, onde também n&o foram observadas
diferencas ponderais entre as proles, indo contra ao encontrado por Ferro
Cavalcante et al., (2014), que observou aumento ponderal de 14% na prole exposta
a dieta ocidental e Vitoréli et al. (2015), a qual observou ndo s6 maior peso, como
também maior adiposidade corporal aos 21 dias de vida da prole de mées obesas
expostas a racao hiperlipidica (45% de lipidios) durante a gestacao e lactacdo. Tal
diferenca parece ser justificada pelo teor de lipidios das dietas experimentais, onde,
no presente estudo, o percentual de gordura ofertado foi de 34%, sendo inferior aos

demais.

Aos 60 dias de vida diferencas antropométricas puderam ser observadas, onde
as proles oriundas do GO apresentaram maior peso corporal, comprimento e
circunferéncia abdominal, sem diferencas de IMC, evidenciando o efeito a longo
prazo do estado nutricional e consumo alimentar materno desde o periodo pré-
gestacional sobre seus descendentes, corroborando com o encontrado por Bayol et
al.,, (2007) que, ao ofertar uma dieta ocidental as matrizes durante a gestagao e
lactacéo, observou aumento ponderal e da circunferéncia abdominal na prole aos 70
dias de vida, e ao observado por Srinivasan e cols. (2006), que observaram que
ratas que consumiam dieta hiperlipidica do periodo pds-natal precoce até o final da

lactacéo tinham descendentes com maior peso corporal apos os 60 dias de vida.
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O aumento ponderal e de circunferéncia abdominal observados na prole do
presente estudo, provavelmente, pode ser inferido a alteracdes epigenéticas in
Utero,que resultam em modificagBes covalentes das histonas e/ou metilacdo do DNA
(SUTER et al.,, 2011), assim como pode ser decorrente de um maior consumo
energético dessa prole, com consequente hipertrofia dos adipécitos devido ao
armazenamento do excesso energético sob forma de triacilglicerois (MIELKE et al.,
2006. GOULARTE et al., 2012).

No GOglf maior consumo alimentar foi encontrado ao final das semanas de
acompanhamento. Isso sugere uma modulagcdo do sistema nervoso central em
decorréncia da longa exposicao a racdo ocidental (gestacéo e lactacéo) e ao estado
nutricional materno. Esse achado corrobora com o observado por Chang e cols.
(2008), que detectaram mudancas na atividade de peptideos neurais relacionados a
regulacao da fome e da saciedade em filhotes de maes que consumiram dieta rica
em gordura durante a gestacédo e lactacéo e justificou que tal fato pode ser inferido
ao estimulo, proliferacdo e diferenciacdo de neurbnios, com migracdo para areas
hipotalamicas onde ha expressdo de peptideos orexigénicos, influenciando na
producdo de mudancgas comportamentais e fisiol6gicas em longo prazo.

O padréo alimentar ocidental, que tem como caracteristica elevado consumo de
alimentos com alta densidade energética, gordura saturada, aclUcares simples e
sédio (NAZNI, 2014; COELHO et al.,, 2015), é capaz de aumentar 0 estresse
oxidativo e induzir a transcricdo de mediadores inflamatérios (AROOR et al., 2017).
Quando adotado por mulheres desde o periodo pré-gestacional até o desmame,
pode predispor seus descendentes a desordens metabdlicas (McCURDY et al.,
2009; RAMONIENE et al., 2017) por estar intimamente ligado a condigdes de
estresse oxidativo e estado inflamatério aumentados (SUNG et al., 2013;
BONAMICHI; LEE, 2017), repercutindo em uma inadequacao do estado nutricional e

na exacerbacao de diferentes mediadores pré inflamatoérios (KANG et al., 2016).

A hipétese das Origens do Desenvolvimento da Saude e da Doencga (DOHaD) é
de que os periodos de pré-concepcdo e, principalmente, gestacdo e lactacdo
possuem importante influéncia sobre o desenvolvimento da obesidade e de
disturbios metabolicos dos descendentes na vida adulta, ao especular que o feto tem

adaptacdes preditivas em resposta a pistas do ambiente intra-uterino, resultando em
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ajustes permanentes nos sistemas homeostaticos para ajudar na sobrevivéncia
imediata diante de uma situacdo adversa no ambiente pods-natal (FERNANDEZ-
TWINN; OZANNE, 2010).

Ao analisar as repercussodes da alimentagao e estado nutricional materno sobre a
severidade da resposta inflamatéria aguda em seus filhos foi possivel observar que
entre os grupos nao tratados (GCf, GOgf, GOglf) ndo houve diferencas, sugerindo
gue o excesso de peso materno decorrente da adoc¢éo da dieta ocidentalizada desde
o periodo pré-gestacional pode ter levado a uma adaptacdo metabodlica nas
matrizes, repercutindo em uma menor severidade da resposta inflamatoéria aguda da
prole aos 60 dias de vida. Esse achado corrobora com o descrito por Pantham, Aye
e Powwel (2015), que evidenciaram que alteracbes nos teores de citocinas
inflamatérias do plasma de maes obesas desde o periodo pré-gestacional nao
refletem modificacdes similares na circulagdo fetal. Dessa forma, os prejuizos da
inadequacao alimentar e nutricional materna, provavelmente, estdo mais associados
ao impacto da inflamacéo exacerbada na funcéo placentaria do que na exposi¢ao do
feto ao excesso de fatores inflamatérios (AYE et al., 2014), ndo implicando em um
aumento da severidade da resposta inflamatéria aguda nos descendentes na vida

mais tardia.

Thaler et al. (2012), em seu estudo com roedores e humanos, observou que ao
contrario da inflamacdo que ocorre ap0s a hipertrofia dos adipdcitos, a inflamacgéo
induzida pela exposicao a uma dieta hiperlipidica ocorre apenas 24 horas antes que
0 ganho de peso seja significativo. No seu grupo de roedores que receberam dieta
experimental com 54% de lipidios, apdés 4 semanas, foi observada expressdo
aumentada de marcadores proé-inflamatérios no hipotalamo, mas ndo em outros
tecidos (CESAR; PISANI, 2017). Dessa forma, a auséncia de alteracbes a um
agravo cutaneo pode ser justificada pelo fato dos descendentes terem se alimentado
com dieta comercial padrdo ao desmame, minimizando as repercussdes da dieta

ocidentalizada.

lannitti e colaboradores (2012) avaliaram e compararam a evolugéo do edema de
pata em ratos Zucker, com obesidade geneticamente induzida versus eutroficos (80
dias de vida), apés aplicacdo de carragenina e observaram maior severidade da

resposta inflamatdria nos animais com maior peso corporal, sem tratamento, em
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torno das 4 horas ap0s inicio da injuria. Entretando, em roedores, a obesidade
geneticamente induzida prové aumento ponderal a partir da 32-52 semana de idade e
pode levar a uma alteracdo da composicédo corporal onde cerca de 40% esta sob
forma de gordura (CLEARY et al.,, 1980), potencializando as repercussdes da
obesidade para com o processo inflamatério agudo, justificando o observado por
lannitti. Quanto a obesidade induzida por dieta em ratos, esta € a que mais se
assemelha com a génese e com as respostas metabdlicas, especificamente da
funcdo endotelial, decorrentes da obesidade em humanos (ROSINI et al., 2012),
viabilizando os resultados obtidos no presente estudo, apesar de nao ter sido
encontrada diferenca da severidade da resposta inflamatdria aguda entre os grupos.

Para todos os grupos tratados com Nimesulida e comparados a seus respectivos
pares ndo tratados, a severidade da resposta inflamatéria foi inferior. Fato ja
esperado, visto que o AINE utilizado atua na inibigéo seletiva e acentuada da enzima
COX-2, a qual esta relacionada com a biossintese de prostandides inflamatérios
formados a partir do acido araquidénico (PHAM et al., 2016), provendo uma reducéo
da producdo de exudatos e prostaglandinas proé-inflamatorias, exercendo efeitos
benéficos sobre a inflamacéo.

Dentre os grupos de descendentes tratados (GCf-N, GOgf-N e GOglf-N) foi
verificado que a prole das matrizes do GO, inusitadamente, apresentaram menor
severidade da resposta inflamatéria. Em contrapartida, o percentual de inibicdo da
Nimesulida se mostrou superior a partir dos 90 e 120 minutos, para o GOgIf-N e
GOgf-N, respectivamente, sugerindo uma maior acdo da Nimesulida com intuito de
amenizar o desequilibrio entre os mediadores anti e pré-inflamatorios.

Em 2016, Sousa, Neto e Partata verificaram que a Nimesulida é rapidamente
distribuida apés administrada (volume aparente de distribuicdo: 0,18 - 0,39 L/KQg) e
gue se liga fortemente a albumina (cerca de 99%). Dessa forma, menos de 1% da
concentragdo total plasmatica esta disponivel para se distribuir nos tecidos extra
vasculares, como o tecido adiposo, ndo havendo alteracao da eficacia farmacolégica
da Nimesulida em animais com maior gordura corporal, justificando os achados do
presente estudo.

A ingestdo de dieta ocidentalizada pelas maes do periodo pré-concepcéo,
gestacdo e/ou gestacao e lactagcdo demonstrou na prole, em longo prazo, aumento

de mediadores inflamatérios, como IL-6 e TNF-&, em ambos os grupos, tratados e



64

ndo tratados, sendo este um fato caracteristico da inflamag&o subcronica. A
exposi¢do precoce de filhotes a uma dieta hiperlipidica na vida intrauterina e pos-
natal também é inferida como causa da elevacdo de marcadores inflamatorios por
favorecer a acdo de receptores Toll-like 4, que ativam vias relacionadas a fatores de
transcricdo de citocinas inflamatérias nos hepatocitos, adipocitos, musculos e
sistema imune (SABEN et al.,, 2013) e por ativar o signal transducer-activated
transcription factor (STAT 3) e p38-mitogen-activated protein kinase (p38-MAPK) que
sao transmitidos a prole via uteroplacentaria (AYE et al., 2014), repercutindo na
exacerbacéo do IL-6 e TNF-& na vida mais tardia.

Além de estarem envolvidos no estado inflamatério subclinico, a IL-6 e TNF-&
parecem estar relacionados ao aumento significativo da ingestdo de alimentos
durante os primeiros dias de vida, o que foi observado nos descendentes do GO,
principalmente no GOglf. Isso mostra uma possivel alteracdo epigenética decorrente
da ligacao entre inflamacao hipotalamica decorrente da gliose [resposta do SNC a
lesdo neural induzida por dieta rica em gordura saturada, caracterizada por
recrutamento, ativacdo e proliferacdo de células neuro-imunes (SOFRONIEW,
2009)] e aumento da ingestdo energética antes da instalacdo da obesidade
(THALER et al., 2012).

O estado inflamat6rio subclinico dos descendentes do GO também é respaldado
pelo aumento de leucécitos no soro plasmatico, independente do tratamento com
Nimesulida. Esse resultado pode ser inferido pela hipertrofia dos adipdécitos, que tem
como consequéncia o0 aumento da secrecdo de quimioatratores e citocinas pro-
inflamatorias, tais como o TNF-q, as IL-1 e IL-6 e a PCR (PREMANATHet al., 2016),
acarretando em uma disfuncdo dos adipdcitos, resultando em um recrutamento
adicional de células do sistema imune (GUILHERME et al., 2008; MCARDLE et al.,
2013; NAGAHARA et al., 2016).

Maior quantidade de tecido adiposo abdominal foi observado no GOglf e, apesar
do presente estudo nao ter realizado a avaliacdo da hipertrofia adipocitaria, €
provavel que essas células estejam hipertrofiadas, acarretando no desequilibrio de
citocinas e adipocinas derivadas do tecido adiposo para um estado proé-inflamatoério
(SEGOVIA et al., 2014), com consequente elevagédo de IL-6 e TNF-& (YEH, 2004).
Na vigencia da elevacdo dessas citocinas, € esperado que a proteina c reativa

também esteja aumentada, entretando isso néo foi observado na presente pesquisa,
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0 que, possivelmente, pode ser inferido ao fato da PCR atuar como marcador nao
especifico da inflamacao sistémica de baixo grau (YEH, 2004).

Um indicador da peroxidacéo lipidica e da formacédo de ecoisanoides bioativos,
que sao fundamentais no processo inflamatério, € a expressao da MPO (ZHANG et
al., 2002) que, no presente estudo, se mostrou elevada nos descendentes do GO
tratados ou nao tratados, reforcando os danos a longo prazo da prole de maes
alimentadas com dieta ocidental desde o periodo de pré-concepcao até a gestacéo
e/ou até o desmame.

O impacto da adaptacdo metabdlica decorrente da oferta de dieta ocidental
desde o periodo pré-gestacional também podde ser observado na glicemia da prole
exposta a dieta ocidental até o nascimento, visto que o GOgf ndo apresentou
alteracbes glicémicas. Esse achado difere do encontrado por Masuyama e
Hiramatsu (2012), que demonstraram que a exposi¢do a dieta ocidental durante a
vida intrauterinaja € suficiente para comprometer a acdo das células beta
pancreaticas da prole, levando a uma reducéo da tolerancia a glicose e a um estado
hiperglicémico na vida adulta, assim como também difere de outros estudos que
observaram hiperglicemia na prole de mé&es que consumiram dieta ocidental
composta por 15-25% de frutose durante a gestacao, seja por menor tolerancia a
glicose (DUPAS et al., 2017), resisténcia a insulina (DEKKER et al., 2010) ou devido
ao desenvolvimento do diabetes mellitus tipo 2 (LOZANO et al., 2016).

As ligacBes mecanicistas que expliqguem a relacdo entre o consumo materno de
uma dieta rica em gordura e alteraces glicEmicas em sua prole ainda séo incertas.
Entretanto, Ainge et al. (2011) concluiu que a elevacgao da glicemia da prole de mées
gque consumiram dieta ocidental durante a gestacdo e lactacdo se deve a
composicdo corporal desses descendentes, por apresentarem peso e adiposidade
corporal mais elevados. Apesar do presente estudo nao ter realizado a dosagem da
insulina ou o teste oral de tolerancia a glicose, ja é sabido também que a dieta
ocidental, quando consumida até o desmame, leva a reducéo da tolerancia a glicose
na presenca de hiperinsulinemia (SRINIVASAN et al., 2006), justificando os achados

observados no GOglf.

A auséncia de hepatotoxicidade observada na presente pesquisa difere do

observado por Bessone (2010), o qual identificou lesdo hepatica em ratos apos 15
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dias do uso da Nimesulida. Entretanto, pelo fato do tempo entre a administracéo do
farmaco e o periodo de acompanhamento do animal terem diferido, a diferenca entre
os achados € justificada. Outro fator relevante que apoia a auséncia de
hepatotoxicidade € a dose utilizada (10mg/kg v.i.p), corroborando com o observado
por Singh et al. (2012), que afirmou que doses de Nimesulida de até 50mg/kg em

roedores nao tem toxicidade significativa.

Uma dieta materna de carater obesogénico, ofertada durante o periodo perinatal,
promove o desenvolvimento da esteato-hepatite em sua prole, embora 0 mecanismo
fisiolégico envolvido ainda seja incerto (CORDERO et al., 2017). Em 2010, Oben e
cols., em seu estudo com camudongos, ofertaram dieta ocidental as matrizes do
periodo pré gestacional até o ultimo dia de gestacdo ou no pré-gestacional e na
lactacdo e, ao avaliarem a prole aos 90 dias de vida, observaramimportante
deposicdo de gordura a nivel hepético, onde os descendentes expostos a dieta
durante a lactacdo obtiveram infiltracdo lipidica mais severa decorrente de um
"dismetabolismo” transmitido pela obesidade materna e, principalmente, pela
ingestdo de dieta ocidental durante a lactacdo. Esse achado se assemelha ao
observado no presente estudo, onde o GOglf apresentou elevada infiltracao lipidica,
com inicio de processo inflamatorio, no figado e fortalece o fato de que a adoc¢éo da
dieta ocidental e inadequacdo do estado nutricional materno mantidos durante a

amamentacao exerce importante influéncia sobre o estado de saude do concepto.

Como limitacdes do estudo, nao foi realizada a avaliacdo da contagem diferencial
de leucécitos, dosagens hormonais ou avaliacdo histolégica do tecido adiposo. As
repercussdes do consumo materno da dieta ocidental durante o periodo pré-
gestacional apenas, também nao foi realizado. Contudo, este é um dos poucos
estudos a explorar qual a importancia da dieta materna ocidentalizada, iniciada
desde o periodo pré-gestacional até o final da gestacdo ou ao final do desmame,
sobre a resposta inflamatéria aguda de seus filhos e sobre como se da a atuacéo da

Nimesulida nessa populacgao.
8 CONCLUSAO

A adocdo de uma dieta de carater ocidentalizado por fémeas em idade
reprodutiva e continuada durante a gestacéo e lactagcéo repercute na prole, aos 60

dias de vida, em alteragBes antropomeétricas e metabodlicas mais adversas. E, apesar
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de ndo comprometer a eficacia farmacologica da Nimesulida no tratamento de seus
filhos, reflete na exacerbacdo de citocinas inflamatérias e leucécitose frente a um

estimulo agudo.
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