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RESUMO 

O consumo materno de dieta hiperlipídica com alto teor em ácidos graxos saturados 

durante gestação e lactação está relacionado ao maior risco de desenvolvimento de 

doenças cardiometabólicas na idade adulta da prole. Investigamos se o 

enriquecimento com ômega-3 à dieta hiperlipídica é capaz de atenuar as alterações 

metabólicas, o aumento de marcadores inflamatórios e distúrbios cardiorrespiratórios 

resultantes do consumo da mesma. As proles de ratos Wistar foram alimentadas 

com dieta controle (C: 19% de lipídios e razão ω6:ω3 = 12,66), HL (HL: 33% lipídios 

e razão ω6:ω3 = 21,22) ou HL enriquecida com ômega-3 (HLω3: 33% de lipídios e 

razão ω6:ω3 = 9,45) durante a gestação e lactação e seus filhotes machos foram 

avaliados. Foram avaliados o consumo alimentar da prole, medidas murinométricas, 

parâmetros bioquímicos séricos e ventilatórios ao longo da vida (1, 7, 14, 21, 30, 90 

e 300 dias). Os testes de tolerância à glicose e ao piruvato (TTG e TTP), testes de 

sensibilidade à insulina (TSI), estresse oxidativo, expressão gênica de marcadores 

inflamatórios e enzimas antioxidantes no fígado foram analisados aos 90 e 300 dias. 

As medidas diretas da pressão arterial média (PAM) e frequência cardíaca (FC) 

também foram avaliadas aos 90 e 300 dias. A comparação dos grupos foi feita 

através da ANOVA one-way e foi considerado p<0,05 como significativo. O grupo HL 

apresentou maior peso corporal (PC) no 1º dia de vida. Ambos os grupos HL e HLω3 

apresentaram maior PC no 7º e 14º dia. Quanto a circunferência abdominal (CA), o 

HL e HLω3 apresentaram maior CA no 1º dia. No entanto, a partir do 7º dia, o HLω3 

apresentou CA semelhante ao C nas idades avaliadas. O HL apresentou 

dislipidemia e hiperglicemia no 22º e 90º dia e o HLω3 apresentou menores valores 

no perfil lipídico e glicêmico. O HLω3 apresentou níveis mais baixos de ALT aos 22 

dias de idade, quando comparado ao HL. Na idade de 30 dias, somente o HL 

apresentou maior valor de LDL. No 90º dia, HLω3 apresentou níveis de AST mais 

baixos que os demais grupos. Porém, em nosso estudo aos 300 dias de vida não 

encontramos melhora no perfil lipídico e nos níveis de transaminases hepáticas no 

grupo HLω3, quando comparado ao HL. O grupo HLω3 exibiu uma melhor resposta 

antioxidante e menor expressão gênica de marcadores inflamatórios no fígado. O HL 

apresentou aumento da FR no 1º e 14º dia. Em relação aos parâmetros 

cardiovasculares, o HL apresentou aumento da PAM no 90º dia, e tanto HL quanto 

HLω3 apresentaram PAM aumentada no 300º dia. Em geral, nosso estudo 



 
 

 

desmonstra que o consumo de dieta materna HL enriquecida com ômega-3 é capaz 

de atenuar ou prevenir prejuízos metabólicos induzidos pela dieta hiperlipídica até o 

inicio da idade adulta, mas não em idades mais tardias. Além disso, o 

enriquecimento com ômega-3 mitigou os efeitos deletérios da dieta rica em ácidos 

graxos saturados sobre os parâmetros ventilatórios durante o período de maturação 

da rede neural e o desenvolvimento da instalação precoce da hipertensão arterial na 

prole adulta. 

 

Palavras-chave: plasticidade fenotípica; dieta hiperlipídica; ácido alfa-linolênico; 

doenças cardiometabólicas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

ABSTRACT 

Maternal consumption of a hyperlipidic diet with a high content of saturated fatty 

acids during pregnancy and lactation is related to a higher risk of developing 

cardiometabolic diseases in adulthood offspring. We investigated whether the 

enrichment with omega-3 to the high fat diet is able to attenuate the metabolic 

alterations, the increase of inflammatory markers and cardiorespiratory disorders 

resulting from its consumption. Wistar rat dams were fed with control (C: 19% of 

lipids and ω6:ω3 ratio = 12.66), HL (HL: 33% lipids and ω6:ω3 ratio = 21.22) or HL 

enriched with omega-3 (HLω3: 33% lipids and ω6:ω3 ratio = 9.45) diet during 

gestation and lactation, and their male offspring were evaluated. The food intake of 

the offspring, murinometric measurements, serum biochemical and ventilatory 

parameters were evaluated throughout life at 1st, 7th, 14th, 21st, 30th, 90th and 300th 

days of life. The Glucose and pyruvate tolerance test (GTT et PTT) and insulin 

sensitivity test (IST), oxidative stress, gene expression of inflammatory markers and 

antioxidant enzymes in the liver were analyzed at 90th and 300th days of life. Direct 

measurements of mean arterial pressure, heart rate (HR) were also evaluated at 90th 

and 300th days of life. The groups were compared using ANOVA one-way and it was 

considered p<0.05 as significant. The HL group had a higher body weight (BW) on 

the first day of life. Both groups HL and HLω3 had a higher BW at 7th and 14th days. 

As for abdominal circumference (AC), HL and HLω3 presented a higher AC at 1st 

day. However, from of the 7th day, HLω3 presented AC similar to C at the ages 

evaluated. HL presented dyslipidemia and hyperglycemia at 22th and 90th day and 

HLω3 presented better values in the lipid and glycemic profile. HLω3 showed lower 

ALT levels at 22-d-old., when compared to HL. At 30-d-old, only HL showed a higher 

LDL value. At 90-d-old, HLω3 had lower AST levels than the other groups. However, 

in our study at 300-d-old, we found no improvement in the lipid profile and levels of 

hepatic transaminases in the HLω3 group, when compared to the HL. The HLω3 

group exhibited a better antioxidant response and lower gene expression of 

inflammatory markers in the liver. The HL group showed an increase in baseline RF 

at 1st and 14th days. In relation to cardiovascular parameters, HL showed an increase 

in MAP at 90th day, and both HL and HLω3 showed an increase in MAP at 300th day. 

In general our study demonstrates that the consumption of a maternal HL diet 

enriched with omega-3 is able to attenuate or prevent metabolic damage induced by 



 
 

 

the high-fat diet until early adulthood, but not at later ages. In addition, enrichment 

with omega-3 attenuated the deleterious effects of a diet rich in saturated fatty acids 

on ventilatory parameters during the period of neural network maturation and the 

development of early installation of arterial hypertension in adult offspring.  

 

Keywords: phenotypic plasticity; hyperlipid diet; alpha-linolenic acid; cardiometabolic 

diseases. 
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1  INTRODUÇÃO  

  

 A transição nutricional trouxe como consequência a prevalência 

principalmente entre a população adulta e idosa, das doenças crônicas, tais como 

a Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2), obesidade e hipertensão arterial sistêmica (HAS) 

(DENG, WANG e YUAN, 2020). Essas comorbidades estão associadas à 

alimentação hipercalórica, rica em gorduras trans, ácidos graxos saturados, 

açúcares simples, sal e outras práticas não saudáveis relacionadas ao estilo de vida 

ocidental (BATISTA FILHO e BATISTA, 2010).  

As doenças crônicas são responsáveis pela morte de 41 milhões de pessoas 

por ano, o equivalente a 71% das mortes no mundo. Por ano, 15 milhões de 

pessoas morrem de uma doença crônica entre 30 e 69 anos; mais de 85% dessas 

mortes "prematuras" ocorrem em países de baixa e média renda. As doenças 

cardiovasculares são a causa da maioria das mortes por doenças crônicas, por 17,9 

milhões de pessoas anualmente, seguidas por cânceres (9,0 milhões), doenças 

respiratórias (3,9 milhões) e DM2 (1,6 milhão). Dietas não saudáveis são um dos 

fatores que aumentam o risco de morte por doenças crônicas (WHO, 2018). No 

Brasil, 7,4% da população tem DM, 24,5% HAS e 20,3% obesidade (VIGITEL, 2019).  

 Estudos têm demonstrado que o consumo de dieta rica em lipidios durante 

períodos críticos da vida, como a gestação e lactação está relacionado ao aumento 

do risco de desenvolvimento de obesidade (DESAI et al., 2020), DM2 

(MURABAYASHI et al., 2013), HAS (GUBERMAN et al., 2013) e síndrome 

metabólica (DESAI et al., 2014) na prole. É verificado que o elevado consumo de 

dieta materna hiperlipídica promove o aumento dos níveis de ácidos graxos livres 

(AGL) circulantes e estimula a ativação de vias inflamatórias, aumentando o risco de 

inflamação crônica de baixo grau na prole (GRUBER et al., 2015). A inflamação 

relacionada à dieta hiperlipídica induz a disfunção de adipócitos em remover 

eficazmente os AGL circulantes e é relacionada com o desenvolvimento de 

complicações, como a DM2, doença hepática, aterosclerose e doenças 

cardiovasculares (DUAN, YEHUI et al., 2018). 

 Em resposta a inflamação, as células de defesa do organismo (macrófagos e 

linfócitos) residentes na área lesada liberam citocinas pró-inflamatórias na circulação 
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(IL- 1β, IL-6 e TNF-α), as quais são capazes de aumentar a atividade simpática e 

promover o aumento de pressão arterial (WAKI et al., 2010). É verificado que o 

desbalanço do sistema nervoso autônomo, com predominância do tônus simpático, 

constitui importante fator de risco para o desenvolvimento da HAS (ALVES et al., 

2016).  

 Estudos também demonstram que a dieta hiperlipídica pode ter um impacto 

negativo na regulação da atividade simpática em neurônios de regiões-chave do 

controle cardiorrespiratório, como o núcleo do trato solitário (NTS) (BARDGETT, 

SHARPE e TONEY, 2014). Ratos provenientes de mães que consumiram dieta 

hiperlipídica (rica em ácidos graxos saturados) durante a gestação e lactação 

apresentaram aos 60 dias de vida, a instalação da HAS, com redução da 

sensibilidade barorreflexa, associada ao desbalanço autonômico e evidente aumento 

no tônus do sistema nervoso simpático para o coração. Foram verificadas também 

alterações metabólicas, como hiperglicemia, hipertrigliceridemia, aumento dos níveis 

de LDL e diminuição de HDL (VIDAL-SANTOS et al., 2017). 

 Ainda tem sido verificado que alterações na geração e modulação do ritmo 

respiratório basal (MORAES et al., 2014; COSTA-SILVA et al., 2015) e modificações 

na quimiossensibilidade periférica e central ao O2 e CO2 podem desencadear a 

hiperativação do sistema nervoso simpático e, consequentemente, a HAS 

(GREENBERG et al., 1999; BRAGA et al., 2006; ZOCCAL, 2011; MORAES et al., 

2014; COSTA-SILVA et al., 2012, 2015), sugerindo que mecanismos respiratórios 

também podem estar relacionados ao processo de instalação dessa patologia. 

  No entanto, muitas evidências demonstram que o ômega-3 atua na 

diminuição da pressão arterial. É demonstrado que o ômega-3 possui propriedades 

anti-inflamatórias e imunomoduladoras (SIMOPOULOS, 2002; SINGER et al., 2008; 

GUTIÉRREZ, SVAHN e JOHANSSON, 2019). Essa propriedade anti-inflamatória 

pode permitir que ocorra uma eficácia direta sobre os eventos hipertensivos. 

Sobretudo devido a sua ação anti-inflamatória de diminuir a síntese de derivados do 

ácido araquidônico: prostaglandina E2, tromboxano A2, prostaciclina e leucotrieno 

B4 (KREMER, 2000). Estudos demonstram que a pressão arterial é mais baixa em 

indivíduos que habitualmente consumem maiores fontes de ômega-3, sugerindo que 

o ômega-3 seria importante do ponto de vista de prevenção primária da HAS 

(COLLINS, 2009). 



21 
 

 

 O consumo de dieta enriquecida com ômega-3 durante a gestação e lactação 

também reduz a adiposidade e melhora a sensibilidade à insulina na prole 

(KOROTKOVA et al., 2002; SARDINHA et al., 2012). Os ácidos graxos poli-

insaturados de cadeia muito longa (PUFA-LC) por meio de sua ligação ao PPARs 

(peroxisome proliferator-activated receptor) podem ser capazes de atuar no 

metabolismo de lipídios e na melhora da expressão de genes envolvidos na 

oxidação de ácidos graxos (KHAIRE, KALE e JOSHI, 2015). 

 Estudos recentes ainda não publicados do nosso grupo de pesquisa 

encontraram em ratos provenientes de mães que consumiram dieta hiperlipídica 

enriquecida com ômega-3 durante a gestação e lactação, uma diminuição dos níveis 

de biomarcadores do estresse oxidativo no tecido hepático, como o malondialdeído 

(MDA), quando comparado ao grupo submetido à dieta materna hiperlipídica, sem 

enriquecimento com ômega-3. O MDA se relaciona positivamente com a gordura 

visceral, por ser um preditor de peroxidação lipídica, é também um indicador de dano 

celular por aumento de espécies reativas de oxigênio (EROS). Além disso, o 

enriquecimento com ômega-3 demonstrou melhorar a capacidade antioxidante, 

prejudicada pela dieta com alto teor de ácidos graxos saturados, com normalização 

dos níveis de enzimas antioxidantes, a superóxido dismutase (SOD) e a glutationa 

S- transferase (GST) (BIRBEN et al., 2012).  

 Considerando que o estresse oxidativo e a sinalização de vias inflamatórias 

estão intimamente inter-relacionados (MORGAN e LIU, 2011), nosso estudo também 

propôs avaliar a expressão gênica de marcadores inflamatórios no fígado de ratos 

deste modelo experimental, tendo como pressuposto que o ômega-3 possa atenuar 

ou reverter à inflamação crônica de baixo grau provocada pela dieta com alto teor de 

ácidos graxos saturados. Sugerindo deste modo, que ômega-3 possa atuar como 

uma possível estratégia na prevenção de doenças cardiometabólicas, como a HAS, 

DM2 e a dislipidemia. 
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2  REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 EPIGENÉTICA, NUTRIÇÃO E PLASTICIDADE FENOTÍPICA 

  

 Evidências demonstram uma grande relação entre fatores ambientais 

adversos no início da vida e a instalação de doenças crônicas, consequentemente 

devido a ajustes metabólicos precoces (SILVEIRA et al., 2007). Estudos apontam 

que o período fetal é o mais sensível ao desenvolvimento de alterações 

epigenéticas, as quais conseguem influenciar a expressão gênica celular e a 

predisposição de doenças ao longo da vida (WEST-EBERHARD, 1986; WEST-

EBERHARD, 2005; BOGDARINA et al., 2007). A epigenética é definida como uma 

alteração reversível e hereditária que afeta a expressão gênica sem alterar a 

sequência de DNA (Deoxyribonucleic acid). Com o avanço das ferramentas 

epigenéticas e tecnológicas, tentativas têm sido feitas para descobrir os mecanismos 

epigenéticos subjacentes à perturbação metabólica e inflamação crônica causada 

pela obesidade induzida pela dieta (YOON et al., 2017).  

 A „plasticidade fenotípica‟ é descrita como a flexibilidade de ajustar a trajetória 

de crescimento em resposta às diferentes condições ambientais, na qual um único 

genótipo pode ser capaz de produzir fenótipos diversos em resposta ao ambiente 

que se desenvolve  (WEST-EBERHARD, 1989; HANSON et al., 2011). Essas 

adaptações podem ser benéficas a curto prazo, garantindo a sobrevivência da 

espécie, porém os custos dessa adaptação, podem ser observadas a longo prazo, 

com o desenvolvimento de doenças crônicas, como DM2, HAS e doença 

coronariana (GLUCKMAN et al., 2009).  

 Estudos de Barker e colaboradores foram os primeiros a mostrarem a 

associação entre baixo peso ao nascer, utilizado como modelo para nutrição fetal 

prejudicada com o maior risco de doenças crônicas, como a DM2 e HAS (BARKER e 

OSMOND, 1986; HALES et al., 1991). A "programação fetal", atualmente 

denominada como Developmental Origins of Health and Disease (DOHaD), é 

descrita como a consequência de perturbações provocadas pelo meio ambiente 

durante o desenvolvimento, atingindo não somente os bebês pequenos para idade 

gestacional, como também os grandes para idade gestacional. Nos últimos anos, a 

prevalência de distúrbios metabólicos aumentou notadamente.  Apesar dos hábitos e 
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estilo de vida contribuirem evidentemente com essas epidemias, há dados 

crescentes que sugerem que o ambiente nutricional materno durante os estágios 

críticos do desenvolvimento no útero promove um maior risco de doenças 

metabólicas na vida adulta (ALFARADHI e OZANNE, 2011; CHAVATTE-PALMER, 

TARRADE e ROUSSEAU-RALLIARD, 2016). A teoria da Origem do 

Desenvolvimento da Saúde e da Doença (DOHaD) baseia-se no conceito de que as 

origens das doenças relacionadas ao estilo de vida são formadas no momento da 

fertilização, estágios embrionários, fetais e neonatais pela inter-relação entre os 

genes e o ambiente (nutrição, estresse ou produtos químicos ambientais) (ARIMA e 

FUKUOKA, 2020). 

 No avanço das ferramentas epigenéticas e tecnológicas, ensaios têm sido 

feitos para desvendar os mecanismos epigenéticos subjacentes à perturbação 

metabólica e inflamação crônica consequente a obesidade induzida pela dieta 

(YOON et al., 2017). Conceitos anteriores que relatavam que a maturação do 

sistema cardiorrespiratório estava rigorosamente predeterminada por um mapa 

genético já cederam à uma visão atual diferente. Atualmente é verificado que as 

interações bastante complexas entre genes, fatores de transcrição, fatores de 

crescimento e outras variáveis genéticas moldam o sistema de controle 

cardiorrespiratório, e os insultos sofridos nas „janelas do desenvolvimento‟ 

desempenham um papel-chave para conduzir o desenvolvimento normal ou não 

desse sistema (BURGGREN, 2020). 

 A Developmental Origins of Health and Disease (DOHaD) destacou a 

associação entre as fases pré-concepcional, fetal e infantil precoce da vida e o 

surgimento de obesidade e doenças metabólicas na vida adulta (VICKERS, 2014). A 

exposição precoce à dieta hiperlipídica, independente de obesidade materna, pode 

levar a prole ao aumento de peso e maior ingestão calórica, sem redução no 

consumo de leite materno, sugerindo um comportamento de hiperfagia e 

contribuindo para o desenvolvimento de um fenótipo obeso (KOJIMA, SAYURI, 

CATAVERO, CHRISTINA e RINAMAN, LINDA, 2016).  

 O consumo de dieta hiperlipídica no período de gestação e lactação 

predispõe a prole ao aumento de adiposidade, a níveis elevados de colesterol sérico 

(ZINKHAN, YU e SCHLEGEL, 2018; KISLAL, SHOOK e EDLOW, 2020), 

triglicerídeos, corticosterona, insulina, glicose (DESAI et al., 2014), além de HAS que 
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são grandes fatores de risco para o desenvolvimento de síndrome metabólica na 

vida adulta (ZINKHAN, YU e SCHLEGEL, 2018; GAWLIŃSKA et al., 2021).  

 

2.2 INFLUÊNCIA DA DIETA HIPERLIPÍDICA SOBRE A INFLAMAÇÃO E  

ALTERAÇÕES METABÓLICAS 

 A inflamação é detectada em vários tecidos de modelos animais genéticos e 

dietéticos de obesidade (ZHOU, URSO e JADEJA, 2020). Há um crecente conceito 

de que os ácidos graxos saturados de cadeia longa (AGS-CL) podem alterar a 

relação celular dos macrófagos M1 (com atividade pró-inflamatória) / M2 (com 

atividade anti-inflamatória). Os ácidos graxos saturados estimulam o 

desenvolvimento de células M1, enquanto os tipos insaturados ajudam a elevar as 

células M2 no tecido adiposo. No processo de instalação da obesidade e hipertrofia 

dos adipócitos, ocorre infiltração no tecido adiposo de macrófagos pró-inflamatórios 

M1 e subconjuntos de células T (PIROLA e FERRAZ, 2017).  

 Os adipócitos hipertrofiados liberam chemotactic monocyte protein (MCP-1) 

(KANDA et al., 2006), essa ativa os monócitos sanguíneos através do chemokine 

receptor type 2 (CCR2) e induz a migração de monócitos para o tecido adiposo e 

diferenciação em macrófagos. Os macrófagos no tecido adiposo são ativados em 

resposta aos AGLs, como o ácido palmítico, lliberados a partir de adipócitos 

hipertrofiados e produz desta forma maiores quantidades de mediadores 

inflamatórios, como TNF-α, IL-6 e MCP-1 (SUGANAMI, NISHIDA e OGAWA, 2005). 

In vitro, estudos também demonstraram que a exposição de adipócitos a altas 

concentrações de ácido palmítico aumentam as expressões de mRNA e proteínas 

de TNF-a e IL-6 (KENNEDY et al., 2009). Enquanto ocorre o desenvolvimento da 

obesidade, é verificada uma elevação tanto no tecido adiposo como sistemicamente, 

de diversas citocinas pró-inflamatórias, como interleucina-1β (IL-1β), TNF-α, 

interleucina-17 (IL-17) e interleucina-6 (IL-6) que estão associadas à progressão do 

fenótipo obeso ligado à síndrome metabólica (PIROLA e FERRAZ, 2017). A 

inflamação crônica de baixo grau está relacionada com o desenvolvimento de várias 

patologias associadas à obesidade, como a resistência a insulina, DM, doenças 

cardiovasculares e doença hepática gordurosa não alcoólica (DHGNA)  (ZHOU, 

URSO e JADEJA, 2020).  
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 A DHGNA é definida como o acúmulo excessivo de lipídios no fígado, ou seja, 

hepatoesteatose (ANGULO e LINDOR, 2002; NEUSCHWANDER-TETRI e 

CALDWELL, 2003). A DHGNA é a manifestação hepática da síndrome metabólica 

(SM) (KIM e YOUNOSSI, 2008), e os fatores de risco para SM incluem obesidade, 

níveis plasmáticos elevados de TGs e colesterol LDL, colesterol HDL reduzido, 

pressão alta e hiperglicemia em jejum (ALBERTI, ZIMMET e SHAW, 2005). E o 

consumo de dieta hiperlipídica durante a gestação e lactação está relacionado com 

alterações metabólicas na prole, tais como hiperglicemia, hipertrigliceridemia, 

aumento dos níveis de LDL e diminuição de HDL (VIDAL-SANTOS et al., 2017). 

 Estudos com camundongos alimentados com dieta rica em gordura e 

suplementada com ácido palmítico, encontraram inflamação no tecido adiposo, 

fígado, músculo, rim e hipotálamo em comparação com animais submetidos à dieta 

controle (HIROSUMI et al., 2002; CAI et al., 2005; DAVIS et al., 2008; PARK et al., 

2010; DECLÈVES et al., 2011; WANG, X. et al., 2012). O consumo de dieta rica em 

ácido esteárico também foi capaz desencadear a liberação de TNF-α, IL-1β e IL-6 de 

astrócitos (GUPTA et al., 2012). É verificado que tanto o ácido esteárico quanto o 

ácido palmítico induzem a ativação de NF-κB e estimulam a secreção de mediadores 

pró-inflamatórios em células trofoblásticas isoladas de placentas humanas (YANG et 

al., 2015; SHIRASUNA et al., 2016) e em células microgliais (WANG, Z. et al., 2012). 

Além disso, dados apontam que indivíduos em dieta rica em ácido palmítico exibem 

níveis circulantes elevados de IL-6 e IL-1β comparados com indivíduos que 

consomem dieta com baixo teor de ácido palmítico/alto teor de ácido oleico (DUMAS 

et al., 2016). Esses estudos sugerem que o aumento do nível de ácidos graxos 

saturados (AGS) pode representar um elo chave entre obesidade e inflamação 

(ZHOU, URSO e JADEJA, 2020).  

 Foi observado em camundongos, que a obesidade induzida pela dieta 

materna promove a hipertrofia dos adipócitos, HAS e aumento dos níveis 

plasmáticos de insulina na prole (SAMUELSSON et al., 2008). A obesidade materna 

tem uma grande influência na vida fetal intrauterina que se estende aos distúrbios 

metabólicos na infância, adolescência e vida adulta (CATALANO e EHRENBERG, 

2006; ARMITAGE, POSTON e TAYLOR, 2008). Os adipócitos regulam os estoques 

de energia e secretam muitas adipocinas que têm um grande impacto na 

homeostase energética e na resistência à insulina (SCHERER, 2006). Estudos 

mostram que a obesidade materna predispõe a prole à obesidade e à síndrome 
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metabólica, possivelmente através da programação metabólica fetal tardia 

(MURABAYASHI et al., 2013).  

 O nível de expressão de RNAm do TNF-α no tecido adiposo é 

significativamente elevado na obesidade e fortemente correlacionado com o nível de 

hiperinsulinemia (HOTAMISLIGIL et al., 1995). É observado hiperinsulinemia e 

menor tolerância à glicose, alterações nos níveis de mediadores inflamatórios e 

adipocinas em camundongos prenhes alimentados com dieta hiperlipídica 

(KĘPCZYŃSKA et al., 2013; MURABAYASHI et al., 2013). O aumento do palmitato 

sérico livre pode levar à apoptose e disfunção das células β pancreáticas (RUAN et 

al., 2018).  

 A diminuição de adiponectina materna encontrada pode estar relacionada a 

um maior peso fetal devido à diminuição da sensibilidade à insulina e elevação 

dessa no plasma. Também foi encontrada uma redução de resistina plasmática 

(KĘPCZYŃSKA et al., 2013) e aumento nos níveis de TNF-α e maior expressão de 

RNAm de CD-68 (cluster of differentiation 68 - glicoproteína transmembranar, 

altamente expressa por monócitos e macrófagos, considerado assim um marcador 

de macrófagos), MCP-1, CCR2 no tecido adiposo materno. O tecido adiposo 

subcutâneo fetal (aos 17 dias de gestação) apresentou hipertrofia e infiltração de 

macrófagos, com aumento na expressão de marcadores inflamatórios como o TNF-

α, aumento da expressão de RNAm de CCR2 e diminuição na expressão de glucose 

transporter, type 4 (GLUT-4), associando-se ao desenvolvimento de resistência a 

insulina na prole. Essas mudanças podem estar relacionadas ao aumento do risco 

de obesidade na adolescência e distúrbios metabólicos (MURABAYASHI et al., 

2013). 

 Estudo com dieta materna rica em AGS de cadeia longa (AGS-CL) (rica em 

ácido palmítico e esteárico), com uma razão de PUFA: AGS de 0,86, no período da 

gestação e lactação levou a inflamação hipotalâmica na prole de roedores 

(PIMENTEL et al., 2012). A ingestão materna de dieta rica em lipídios (35% de 

calorias de lipídios) também demonstrou induzir inflamação na prole em primatas 

não humanos (GRAYSON et al., 2010). Dentro de alguns dias, ao ingerir uma dieta 

rica em calorias e lipídios (60% de lipídios), uma quantidade aumentada de AGS da 

periferia cruza a BHE (barreira hematoencefálica) e induz uma resposta inflamatória 

nos neurônios hipotalâmicos, sendo um evento precoce no desenvolvimento da 
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obesidade (THALER et al., 2012), envolvendo a ativação da microglia, os 

macrófagos teciduais residentes no SNC (TIMPER e BRUNING, 2017). A 

administração intracerebroventricular de ácido araquídico também induz a expressão 

de mRNA de TNF-α, IL-1β, IL-6 e IL-10 no hipotálamo de ratos (MILANSKI et al., 

2009). 

 Ainda foi verificado em roedores que uma dieta materna com alto teor de 

lipídios, contendo AGS-CL, demonstrou prejudicar a sinalização de leptina a nível do 

núcleo arqueado, levando a uma atenuação da ação da leptina na supressão do 

apetite (KIRK et al., 2009). A alimentação materna com elevado teor de gordura 

durante a lactação em camundongos altera as projeções dos neurônios pró-

opiomelanocortina (POMC) e agouti-related peptide (AgRP) para neurônios de 

segunda ordem, resultando em aumento da obesidade e diminuição da homeostase 

da glicose na prole (VOGT et al., 2014). A inflamação local no hipotálamo (que 

engloba o núcleo arqueado, a parte anterior do paraventricular nucleus (PVN) e a 

eminência mediana) promove o estresse no retículo endoplasmático dos neurônios 

hipotalâmicos, levando à resistência à insulina e leptina (KLEINRIDDERS, KONNER 

e BRUNING, 2009; PIMENTEL, GANESHAN e CARVALHEIRA, 2014). A ativação 

constitutiva da via pró-inflamatória c-Jun N-terminal kinase 1 (JNK1) nos neurônios 

AgRP aumenta o disparo espontâneo nessas células, juntamente com a resistência 

neuronal e sistêmica da leptina, resultando em hiperfagia , aumento de peso e 

ganho de adiposidade (TSAOUSIDOU et al., 2014). O estabelecimento do fenótipo 

pró-inflamatório é caracterizado como a relação entre o desenvolvimento da 

obesidade, a evolução desta para a resistência à insulina, consequentemente ao 

DM2 e doença cardiovascular associada (PIROLA e FERRAZ, 2017).  

2.3 DIETA HIPERLIPÍDICA E SEU IMPACTO SOBRE O ESTRESSE OXIDATIVO 

 As EROS conhecidas também como radicais livres podem afetar vários 

processos celulares, incluindo imunidade, vias de sinalização celular e regulação da 

expressão gênica (ZHANG et al., 2016). Elas podem ser produzidas a partir de 

diferentes vias, incluindo nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH) 

oxidase reduzida, óxido nítrico sintase e mitocôndrias (BRANDES, WEISSMANN e 

SCHRÖDER, 2014; MEITZLER et al., 2014). A produção de EROS induzida por 

AGS pode ser mediada pela ativação da NADPH oxidase (CREMONINI e OTEIZA, 

2018).  O ácido palmítico também demonstrou aumentar a produção de espécies 
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reativas de oxigênio (EROS) em uma variedade de células, incluindo monócitos, 

células endoteliais vasculares, adipócitos, células musculares lisas, cardiomiócitos e 

células musculares esqueléticas (INOGUCHI et al., 2000; YUZEFOVYCH, WILSON 

e RACHEK, 2010; HAN et al., 2012; SNODGRASS et al., 2013; JOSEPH et al., 

2016).  

 O estresse oxidativo é decorrente da existência do desequilíbrio entre 

compostos oxidantes e antioxidantes, devido a geração excessiva ou em detrimento 

da velocidade de remoção de radicais livres (HALLIWELL e WHITEMAN, 2004). As 

EROS contêm elétrons desemparelhados que reagem, podendo levar a reações em 

cadeias, oxidando biomoléculas e contribuindo para o desenvolvimento de muitas 

patologias (BIRBEN et al., 2012). As EROs podem estar envolvidas no aumento da 

expressão de genes inflamatórios de diferentes maneiras. Estudos sugerem que o 

tratamento com AGS induz a geração de ROS dependente de NADPH oxidase, que, 

por sua vez, ajuda a recrutar TLR4 para os microdominios lipídicos e contribui para a 

dimerização e ativação subsequente de receptores Toll-like-4 (TLR4), aumentando a 

expressão de marcadores inflamatórios  (WONG et al., 2009; DAS et al., 

2015). Diversos estudos têm demonstrado que o excesso de lipídeos está associado 

com a formação de espécies reativas e o processo de estresse oxidativo, sendo um 

fator importante na fisiopatologia da obesidade, DHGNA, aterosclerose e doenças 

cardiovasculares (FURUKAWA et al., 2004; PELUSO et al., 2012; ESTADELLA et 

al., 2013). 

 O estresse oxidativo pode ser mensurado, através dos produtos finais das 

reações de peroxidação lipídica, oxidação de proteínas e oxidação do DNA 

(BETTERIDGE, 2000). A aferição das EROs e das das lesões oxidativas pode ser 

realizada através da medição da atividade enzimática (superóxido dismutase - SOD, 

catalase, glutationa peroxidase - GSH-Px e glutationa redutase - GSH-Rd) e/ou a 

concentração de tripeptídeos (glutationa reduzida- GSH) e aldeídos (malondialdeído 

- MDA) e o estresse oxidativo, por dosagens de GSSG (forma oxidada da glutationa) 

e/ou pelo cálculo da razão GSH/GSSG. A razão entre a glutationa reduzida e 

oxidada (GSH/GSSG) é um importante parâmetro do estresse oxidativo. A proporção 

alta de GSH/GSSG protege a célula contra danos oxidativos, o rompimento dessa 

razão leva a ativação de fatores de transcrição sensitivos redox, como NF-κB, que 

atua na resposta inflamatória e está relacionado com o desenvolvimento de 

alterações metabólicas e cardiorrespiratórias (BIRBEN et al., 2012).  
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2.4 DIETA HIPERLIPÍDICA E ALTERAÇÕES CARDIORRESPIRATÓRIAS                                            

 A ingestão elevada de gordura favorece o desenvolvimento de diversas 

patologias como dislipidemias e doenças cardiovasculares (FEOLI et al., 2003; 

COSTA-SILVA, SIMOES-ALVES e FERNANDES, 2016). Estudos em ratos têm 

demonstrado que o alto consumo de lipídios na dieta materna durante a gestação, 

lactação e/ou após o desmame leva ao aumento nos níveis basais de pressão 

arterial na prole (FEOLI et al., 2003; KHAN et al., 2005a; XUE et al., 2015), o qual 

persiste na vida adulta. 

 Estudos indicam uma relação entre processos inflamatórios e disfunções no 

sistema nervoso autônomo. A disfunção do sistema nervoso autônomo pode ter um 

grande papel no surgimento e progressão de doenças cardiovasculares (TOBALDINI 

et al., 2017). A condição inflamatória em algumas regiões do cérebro responsáveis 

pelo controle da atividade nervosa simpática, como o núcleo do trato solitário (NTS) 

(região-chave do controle cardiorrespiratório), a região rostral ventrolateral medula 

(RVLM) e o paraventricular nucleus (PVN) podem contribuir para o estabelecimento 

de patologias, como a HAS (PATON e WAKI, 2009; ADLAN et al., 2014), 

demonstrando que prejuízos no sistema imunológico são um dos fatores 

contribuintes para o desenvolvimento da HAS (TIMPER e BRUNING, 2017).          

 Foi encontrado em ratos adultos que consumiram dieta hiperlipídica durante 

um período de 3 ou 6 semanas, um aumento dos níveis pressóricos  associado a 

uma maior ativação de citocinas pró-inflamatórias e ao aumento da expressão 

gênica de componentes do sistema renina-angiotensina no NTS, com a  expressão 

diferindo de acordo com o tempo de exposição ao insulto nutricional (SPERETTA et 

al., 2014).  

 O nosso laboratório tem estudado o envolvimento do sistema respiratório nos 

mecanismos de desenvolvimento da HAS em ratos que sofreram insultos nutrionais 

durante períodos críticos da vida, como a gestação e lactação. Estudos do nosso 

laboratório verificaram em animais submetidos à restrição proteica durante a 

gestação e lactação, aumento de frequência respiratória aos 30 dias de vida, a qual 

permaneceu na vida adulta, associada com a elevação da pressão arterial aos 90 

dias de vida. Também foi encontrado maior sensibilidade ao O2 e CO2 em condições 

de hipóxia e hipercapnia nesses animais, com elevação da resposta ventilatória aos 

30 e 90 dias (DE BRITO ALVES et al., 2014), sendo observada a participação do 
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sistema respiratório nos mecanismos relacionados ao desenvolvimento da HAS 

relacionada à desnutrição durante a gestação e lactação. Em relação ao controle 

autonômico cardíaco, foi sugerido um aumento da atividade simpática nesses 

animais, pois foi verificada uma elevação da razão entre as low frequency bands e 

high frequency bands (LF/HF) aos 90 dias de vida, que contribui para o aumento da 

pressão arterial relacionada a um desbalanço no controle autonômico cardiovascular 

(BARROS et al., 2015).  

 No entanto, pouco se sabe sobre os efeitos da dieta hiperlipídica sobre o 

sistema cardiorrespiratório e se os mecanismos observados na instalação da 

hipertensão arterial secundária à desnutrição proteica materna também estão 

presentes na situação de ingestão excessiva de gorduras. Um recente estudo 

observou que ratos expostos à dieta hiperlipídica (32% de lipídios) durante a 

gestação e lactação apresentaram aumento da pressão arterial e frequência 

cardíaca no início da vida adulta. Esses animais também apresentaram prejuízo na 

sensibilidade do barorreflexo e um desbalanço do sistema nervoso autônomo, com 

estimulação simpática e redução no controle parassimpático (VIDAL-SANTOS et al., 

2017). 

 Foram encontrados também em ratos que foram submetidos a insulto 

nutricional durante a gestação e lactação, níveis mais elevados de malondialdeído, 

acompanhado com a diminuição das atividades das enzimas superóxido dismutase e 

catalase na medula ventral. Sugerindo que a elevação da pressão arterial 

encontrada nesses ratos também está associada à disfunção oxidativa medular a 

nível transcricional e funcional da capacidade antioxidante na medula ventral (BRITO 

ALVES et al., 2016). 

 A diminuição na relação CT (colesterol total)/HDL (marcador de risco global, 

que fornece indicação geral de possíveis efeitos sobre o risco de doença cardíaca 

coronariana) e da apolipoproteína LDL (relacionado com o risco de doença 

cardiovascular), foi verificado com a substituição de AGS por PUFA (SACKS e 

KATAN, 2002; MICHA e MOZAFFARIAN, 2010). Numa análise conjunta de estudos 

de coorte prospectivos, que não foi considerado apenas a ingestão de AGS, sendo 

considerados também os nutrientes de substituição, a substituição com PUFA foi 

relacionado à diminuição do risco de doença cardiovascular (JAKOBSEN et al., 
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2009; ASTRUP et al., 2011). Sendo isso associado aos efeitos nas mudanças do 

CT/HDL, devido ao aumento dos níveis de HDL (ASTRUP et al., 2011). 

 

2.5 EFEITOS DO ÔMEGA-3 SOBRE PARÂMETROS METABÓLICOS E 

CARDIORRESPIRATÓRIOS 

 Estudos têm demonstrado que a ingestão de ácidos graxos α-linolênico tem 

ação anti-inflamatória (SALTIEL, 2010; INOUE et al., 2017). Os PUFAs ácido α-

linolênico (ALA; 18:3) e ácido linoleico (LA; 18:2) são clivados a partir de fosfolípidos 

de membrana celular pela fosfolipase A2. Em seguida, as enzimas ciclooxigenase 

(HALES et al.) e lipoxigenase (LOX) metabolizam os PUFAs. Além de produzir 

eicosanoides pró-inflamatórios, que incluem prostaglandina E2 (PGE2), tromboxano 

A2 e leucotrieno B4, a partir do ácido araquidônico (PUFA derivado do ácido 

linoleico). A ação das COX e LOX também produz mediadores anti-inflamatórios, 

como as resolvinas e protectinas que são originados a partir do ácido 

eicosapentaenóico (EPA) e ácido docosahexaenóico (DHA), derivados do ácido α-

linolênico (KHATIB et al., 2016).  

 O último trimestre da gestação e os primeiros seis meses de vida pós-natal 

apresentam maiores necessidades de ácido docosahexaenóico (DHA), acontecendo 

nesse período seu depósito na retina e córtex cerebral, que deve ser garantido pelas 

reservas tissulares da mãe, principalmente no tecido adiposo. Visto que o feto não 

tem capacidade de sintetizar ácidos graxos poli-insaturados de cadeia longa a partir 

dos precursores ácido α-linolênico e ácido linoleico. O fígado também ainda não tem 

atividade biossintética de elongação e dessaturação para a formação de PUFA-LC 

(SILVA, MIRANDA JÚNIOR e SOARES, 2007). É nesse período que acontece um 

maior pico na velocidade de crescimento e desenvolvimento do sistema nervoso 

central. O ácido docosahexaenóico e o ácido araquidônico são componentes 

estruturais do SNC e a deficiência desses ácidos graxos essenciais durante esse 

período crítico pode acarretar em danos irreparáveis. O DHA também mantém a 

fluidez da membrana das células nervosas, participa da propagação do impulso 

nervoso e transmissão sináptica e, sinalização para expressão de genes 

(DUTTAROY, 2009). 

 O consumo materno de ácido docosahexaenóico tem uma ação importante no 

desenvolvimento do sistema nervoso central, na gestação de alto risco, no aumento 
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do peso ao nascer, comprimento e circunferência da cabeça, acuidade visual, 

coordenação mãos-olhos, atenção e processamento de informações, na imunidade 

e na resposta do sistema nervoso autônomo (DE ALMEIDA et al., 2014).   

 A transferência de ácidos graxos através da placenta ocorre mais por 

transporte mediado por proteínas, no entanto pode ocorrer por difusão passiva. O 

aumento no consumo de ácidos graxos maternos ocasiona uma maior transferência 

destes para o feto. Diversas proteínas localizadas na membrana placentária têm sido 

identificadas por sua função no transporte de ácidos graxos poli-insaturados de 

cadeia longa, derivados do ácido α-linolênico e ácido linoléico através da placenta, 

como: a proteína de ligação de ácidos graxos (placental membrane fatty acid binding 

protein, p-FABPpm) que possui alta afinidade por PUFA-LC, principalmente o ácido 

docosahexaenóico; translocase de ácidos graxos altamente glicosilada (highly 

glycosylated fatty acid translocase, FAT/CD 36), com maior atividade na captação de 

ácidos graxos livres; proteínas de transporte de ácidos graxos (fatty acid transport 

proteins, FATP), acilCoA sintetase (fatty acylCoA synthetase, ACS) e proteínas 

intracelulares de ligação de ácidos graxos (intracellular  fatty acid binding proteins, 

FABPs) (WEN-JU LIN, JAMES e DARRELL, 1984; AKERELE e CHEEMA, 2016).  

 Ocorre no terceiro trimestre da gravidez um aumento na expressão e 

atividade da lipase lipoproteica placentária que hidrolisa triacilgliceróis de baixa 

densidade (LDL) e muito baixa densidade (VLDL) presentes no plasma materno a 

ácidos graxos livres que são transportados ao feto e utilizados principalmente como 

fonte de energia. Outra enzima atuante no citosol de células placentárias é a 

fosfolipase citosólica A2 que participa da liberação de ácidos graxos livres para a 

síntese de prostaglandinas (DUTTAROY, 2009).  

 O Institute of Medicine recomenda uma AI (Adequate Intake) de 13g/dia de 

ácido linoléico (18:2) para gestantes e lactantes, 1,4g /dia de ácido α-linolênico 

(18:3) para gestantes e 1,3g /dia de ácido α-linolênico (18:3) para lactantes 

(MEDICINE, 2005). É sugerida uma recomendação de suplementação em gestantes 

de 200mg de ácido docosahexaenóico (DHA; 22:6), a partir de fontes seguras (DE 

ALMEIDA et al., 2014). Alguns autores recomendavam a ingestão mínima em 

mulheres lactantes de 200mg de ácido docosahexaenóico (DHA; 22:6), seja através 

de fontes alimentares ou suplementação (KOLETZKO et al., 2008). Estudos mais 

recentes recomendam uma ingestão maior em lactantes, na ordem de 600mg/dia 

(CARLSON et al., 2013). O American Institute of Nutrition preconiza por meio da 
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AIN-93 a oferta de 4,8g/Kg de dieta do ácido α-linolênico e 35,7 g/Kg de ácido 

linoléico para fase de crescimento e reprodução de roedores. Na fase de 

manutenção esses valores são de 2,7 g/kg e 10,4 g/kg, respectivamente (REEVES, 

NIELSEN e FAHEY, 1993). Em relação às recomendações para razão de consumo 

ômega 6:ômega 3 existe um conflito na literatura, havendo uma tendência para uma 

razão de 4:1 a 5:1. Alguns autores recomendam as razões 2:1 a 3:1 pela sugestão 

de maior conversão do ácido α-linolênico (ALA; 18:3) em ácido docosahexaenóico 

(DHA; 22:6), alcançando um valor máximo em torno de 2,3: 1. A razão 1:1 não é 

recomendada por inibir a transformação de ácido α-linolênico (ALA; 18:3) em ácido 

docosahexaenóico (DHA; 22:6) ou ácido eicosapentaenóico (EPA; 20:5). Para o 

Institute of Medicine a recomendação de uma boa relação ômega 6 / ômega 3 é em 

torno de 10:1 a 5:1 (MEDICINE, 2005). Em humanos é verificado um maior nível de 

conversão entre as mulheres, supostamente devido a influencia do estrogênio sobre 

a atividade das enzimas dessaturases (MARTIN et al., 2006).  

 O consumo de dietas enriquecidas com ácido α-linolênico no período da 

gestação e lactação foi relacioanado com a diminuição da adiposidade, do tamanho 

do adipócito e dos níveis séricos de leptina na prole (KOROTKOVA et al., 2002). 

Além da redução da adiposidade, a ingestão de ácido α-linolênico está associada 

com a melhora da sensibilidade à insulina, reduzida com a idade, na prole de ratos 

machos (SARDINHA et al., 2012). O perfil de ácidos graxos em dietas hiperlípídicas 

durante a gestação e/ou lactação pode contribuir com o desenvolvimento de 

alterações metabólicas na vida adulta. Foi observado que o número de ilhotas 

pancreáticas foi maior na prole de ratos adultos que as mães receberam uma dieta 

rica em ácido α-linolênico, sem alteração no volume do pâncreas (SIEMELINK et al., 

2002). Na presença de hiperglicemia materna, como na DM2, o enriquecimento com 

óleo de linhaça (fonte de ω-3) na dieta hiperlipídica durante a gestação e lactação 

interferiu positivamente no pâncreas, com aumento no número de ilhotas pequenas 

e expressão de células beta, e menor número de ilhotas grandes semelhantes a um 

pâncreas normal (CORREIA-SANTOS et al., 2014).  

 Os PUFAS-LC através de sua ligação ao PPARs (peroxisome proliferator-

activated receptor) podem regular o metabolismo de lipídios, atuando na modulação 

da expressão de genes relacionados à oxidação de ácidos graxos. Os PPARs têm 

ação na regulação da expressão de genes críticos para o metabolismo de lipídios, 
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na oxidação dos ácidos graxos, no desenvolvimento dos adipócitos e metabolismo 

das lipoproteínas (KHAIRE, KALE e JOSHI, 2015).  

 O aumento da proporção materna ômega-3 / ômega-6 é importante, uma vez 

que o PUFA, ácido α-linolênico, percussor do DHA, são nutrientes essenciais para o 

desenvolvimento do feto (CRAWFORD, 2000). Em modelos de camundongos 

transgênicos Fat-1 (capaz de converter endogenamente o PUFA ômega-6 em PUFA 

ômega-3) que consumiram dieta hiperlipídica, com 45% de calorias provenientes das 

gorduras, aumentaram a proporção materna de PUFA ômega-3 / ômega-6 e 

reduziram a inflamação metabólica materna. Verificando através da exposição 

lipídica fetal e placentária associada à high-fat diet (HFD), que mesmo na ausência 

de mudança na obesidade materna, que as placentas e os fígados fetais das mães 

Fat1-HFD foram protegidos do excesso de crescimento placentário e deposição 

lipídica fetal-placentária. A proteção materna do excesso de inflamação levou a 

melhores resultados metabólicos na prole desses animais (HEERWAGEN et al., 

2013). 

 O EPA e DHA têm ações antioxidantes, antiinflamatórias, antitrombóticas e 

anti-arritmogênicas que podem reduzir o risco de doenças cardiovasculares (WANG 

et al., 2016) e  melhorar os níveis de triglicerídeos (PIEPOLI et al., 2016; WANG et 

al., 2016), metabolismo da glicose e função endotelial (ALFADDAGH et al., 2017). O 

consumo de ω-3 tem sido associado à redução do risco de doença cardiovascular e 

mortalidade (HARRIS et al., 2018). No entanto, os mecanismos subjacentes ainda 

não estão esclarecidos. Não se sabe ao certo se o efeito cardioprotetor é exercido 

pelo ácido α-linolênico ou pelos produtos metabólicos eicosanoides. Embora, o DHA 

pareça ser mais eficaz na diminuição da pressão arterial quando comparado ao EPA 

(MORI et al., 2000). Um estudo com EPA e DHA em células endoteliais da aorta 

humana com dano de DNA induzido por peróxido de hidrogênio (H2O2), 

demonstraram que este reduziram significativamente as espécies reativas de 

oxigênio intracelular em condições basais e a estimulação por H2O2. Os níveis de 

RNAm de moléculas antioxidantes, como heme oxigenase-1, tioredoxina redutase 1, 

cadeia leve de ferritina, cadeia pesada de ferritina e o superóxido dismutase de 

manganês, aumentaram significativamente com o EPA e o DHA (SAKAI et al., 2017).   

 É verificado que o ômega 3 e seus derivados EPA e DHA, podem atuar na 

integridade do sistema imunológico, como citoprotetores, através da regulação 

positiva das enzimas antioxidantes e inibição da expressão gênica pró-inflamatória 
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(DOSSI et al., 2014). Os ácidos graxos poli-insaturados de cadeia muito longa 

podem regular a expressão de enzimas antioxidantes (glutationa peroxidase, 

glutationa redutase, glutationa transferase e catalase) através da ativação do Fator 2 

relacionado a NF-E2, por meio dos seus produtos de oxidação (VALENZUELA et al., 

2012).  

 Foi encontrado que a suplementação por gavagem com EPA e DHA em 

camundongos submetidos a dieta hiperlipídica (60% da energia provindas dos 

lipídios) por 12 semanas após o desmame, melhorou os níveis de citocinas 

inflamatórias (IL-6, IL-1β e TNF-α) e recuperou os níveis de GSH hepático e 

glutationa (VALENZUELA et al., 2012). Outro estudo verificou que a suplementação 

de EPA em camundongos submetidos a uma dieta hiperlipídica (32% de lipídios) 

aumentou a atividade de SOD e GSH, que foi encontrada reduzida no grupo que não 

recebeu a suplementação, com diminuição também dos níveis de glicose, insulina, 

colesterol total, transaminases, depósito de colesterol e triglicerídeos hepáticos 

(HIROTANI et al., 2015). 

 Tem sido demonstrado que a ingestão de ácido α-linolênico é capaz de 

desempenhar um papel hipotensor dose-dependente em indivíduos hipertensos 

(HOWE, 1997) devido, principalmente, à sua ação anti-inflamatória ao diminuir a 

síntese de derivados do ácido araquidônico: prostaglandina E2, tromboxano A2, 

prostaciclina e leucotrieno B4 (KREMER, 2000). Em uma meta-análise, foi 

encontrada uma redução significativa nos níveis de pressão arterial (entre 2.0 a 3.4 

mmHg) em pacientes hipertensos que consumiram 5,6 g de ácidos graxos ômega-3 

por dia (MORRIS, SACKS e ROSNER, 1993). Da mesma forma, outro estudo 

descobriu que a pressão arterial de hipertensos não-tratados reduziu entre 3,5-5,5 

mmHg com o consumo diário de 3g de ácidos graxos ômega-3 (APPEL et al., 1993). 

 A suplementação em camundongos com óleos dietéticos de peixe, fonte de 

EPA e DHA podem diminuir a expressão gênica pró-inflamatória e aumentar a 

expressão anti-inflamatória e de adiponectina (IM, 2016). O ácido α-linolênico pode 

estimular a polarização M2 (aumento de macrófagos anti-inflamatórios) relacionada 

à desregulação de mediadores pró-inflamatórios em tecido adiposo inflamado de 

camundongos obesos (TITOS et al., 2011). Em adição, ácido α-linolênico pode ser 

metabolizado em moléculas bioativas: resolvinas, protectinas e maresinas (PIROLA 

e FERRAZ, 2017). Essas moléculas não se assemelham aos eicosanóides 
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clássicos, são novas estruturas que funcionam exclusivamente através de alvos 

celulares e moleculares (BANNENBERG e SERHAN, 2010).  

 A resolvina D1 pode reduzir a produção de interferon-γ (IFNγ), elevando a 

expressão de arginase-1 (marcador de macrófagos M2), em macrófagos no tecido 

adiposo (TITOS et al., 2011). A incubação de macrófagos em cultura com o 

mediador lipídico maresina R1 (MaR1) reduziu a produção de espécies reativas de 

oxigênio (EROS) e citocinas pró-inflamatórias [IL-1, TNF-α, IL-6, IFN-γ] e promoveu 

a regulação positiva da expressão do RNAm do receptor de manose tipo 1, 

marcador M2 (MARCON et al., 2013). A função dos PUFAs como nutrientes 

benéficos ou agentes terapêuticos estão sendo investigados na prevenção e 

tratamento de obesidade, DM2 e numerosas doenças relacionadas à inflamação (IM, 

2016).  

 A incorporação dos PUFAS ω3 nos fosfolipídios de membrana pode alterar 

suas propriedades e interferir em várias proteínas de membrana, incluindo a 

supressão da sinalização da proteína C quinase e a produção da interleucina (IL)-2 

(FAN et al., 2004), além da interrupção da dimerização e recrutamento do receptor 

toll-like 4 (WONG et al., 2009). EPA e DHA regulam negativamente a expressão de 

genes relacionados à inflamação por meio da inibição da sinalização de NF-κB pelo 

bloqueio da fosforilação de IκB (ZHAO et al., 2004) ou através do receptor nuclear 

PPARα/γ (GANI e SYLTE, 2008). 

 As gorduras poli-insaturadas podem reduzir a inflamação hipotalâmica 

induzida por uma dieta rica em ácidos graxos saturados, a partir da presença e 

função da resolvina produzida a partir de DHA, como mostra um estudo com 

camundongos. As enzimas envolvidas na síntese de resolvinas foram detectadas no 

hipotálamo e foram moduladas em resposta ao consumo de gorduras saturadas, 

causando uma redução da resolvina hipotalâmica. GPR18, o receptor para resolvina, 

que foi encontrado em neurônios POMC e NPY (Neuropeptídeo Y), também foi 

modulado por gorduras dietéticas. A substituição de gorduras saturadas por 

gorduras poli-insaturadas na dieta levou a um aumento de resolvina hipotalâmica, 

diminuição de massa corporal e melhora da tolerância à glicose. O tratamento 

intracerebroventricular com DHA obteve como resultado um aumento da expressão 

das enzimas sintéticas resolvinas e de citocinas anti-inflamatórias, adiposidade 

reduzida e um melhor fenótipo metabólico (PASCOAL et al., 2017). 
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 Quando administrados via dieta ou injeção diretamente no hipotálamo, em 

ratos alimentados com uma dieta hiperlípidica, os PUFAs (ômega-3), ácido α-

linolênico foram capazes de aumentar a neurogênese hipotalâmica, grande parte da 

atividade neurogênica induzida por PUFAs levou um aumento do número de 

neurônios POMC, mas não de NPY. Sendo acompanhada por aumento da 

expressão do BDNF (brain derived neurotrophic fator) que induz a neurogênese e 

GPR40 (G-protein-coupled receptor 40) (NASCIMENTO et al., 2016). Demonstrando 

que os PUFAs (ômega-3) também estão relacionados com a neurogênese, através 

da ligação aos recepoteres GPR40 que são associados à neurogênese no 

hipotálamo e em outras regiões do cérebro (BONEVA NADEZHDA e YAMASHIMA, 

2011). 

 Consumo excessivo de PUFAs ω-6 e uma razão ω-6/ω-3 muito elevada são 

encontrados atualmente nas dietas ocidentais. Nas últimas décadas, houve um 

grande aumento da proporção ω-6/ω-3 de 1:1 para 20:1 ou até mais atualmente 

(SIMOPOULOS, 2016). Isso está associado com o surgimento de diversas doenças, 

como doenças cardiovasculares, câncer, doenças inflamatórias e autoimunes 

(SCHULZE et al., 2020), ao aumento importante na prevalência de sobrepeso e 

obesidade (SIMOPOULOS, 2016) Em contrapartida, níveis aumentados de PUFAs 

ω-3 e uma razão ω-6/ω-3 mais baixa têm efeitos supressivos (SCHULZE et al., 

2020). Diante de todas essas evidências, decidimos então estudar o efeito do 

enriquecimento de ômega-3 em uma dieta materna com alto teor de ácidos graxos 

saturados sobre a saúde cardiometabólica da prole de ratos. 
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3  HIPÓTESE(S) 

 

    As proles de ratos submetidas à dieta com alto teor em ácidos graxos 

saturados durante gestação e lactação apresentam dislipidemia, diminuição 

da sensibilidade à insulina e prejuízos em parâmetros cardiorrespiratórios, 

associados a uma diminuição da resposta antioxidante e uma maior 

expressão gênica de marcadores inflamatórios no fígado. 

 

 O enriquecimento de ômega-3 à dieta com alto teor em ácidos graxos 

saturados durante gestação e lactação reduz os efeitos deletérios na prole 

causados pela dieta com alto teor em ácidos graxos saturados sobre o perfil 

metabólico e os parâmetros cardiorrespiratórios, bem como sobre a resposta 

antioxidante e inflamatória.  
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4  OBJETIVOS 

 

4.1 OBJETIVO GERAL 

 

 Avaliar os efeitos do enriquecimento de ômega-3 à dieta materna com alto 

teor em ácidos graxos saturados durante a gestação e lactação sobre o perfil 

metabólico, resposta antioxidante, expressão gênica de marcadores inflamatórios e 

os parâmetros cardiorrespiratórios da prole de ratos.  

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Na prole de ratos provenientes de mães submetidas às dietas controle, 

hiperlipídica com alto teor em ácidos graxos e hiperlipídica com alto teor em ácidos 

graxos saturados enriquecida com ômega-3 durante gestação e lactação: 

                    

 Analisar o consumo alimentar; 

 Comparar medidas murinométricas durante o crescimento; 

 Examinar o perfil bioquímico sérico em jejum; 

 Analisar a tolerância à glicose, ao piruvato e a sensibilidade à insulina; 

 Avaliar metabólitos relacionados ao estresse oxidativo e a atividade de 

enzimas antioxidantes no fígado; 

 Investigar a expressão gênica de enzimas antioxidantes e marcadores 

inflamatórios no fígado; 

 Identificar os parâmetros ventilatórios; 

 Avaliar os parâmetros cardiovasculares basais; 
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5  MÉTODOS 

 

5.1 ANIMAIS E DESENHO EXPERIMENTAL 

 

Ratas albinas primíparas (n=30) da linhagem Wistar (Rattus norvegicus) 

foram obtidas do biotério do Centro Acadêmico de Vitória, da Universidade Federal 

de Pernambuco. Aos 85 a 90 dias de vida e peso corporal compreendido entre 220 e 

260 g, as ratas foram colocadas para acasalamento na proporção de 1:3 

(macho:fêmea). A determinação da prenhez foi realizada a partir da observação da 

presença de espermatozóides no esfregaço vaginal, definindo-se o primeiro dia de 

gestação. A partir do primeiro dia de gestação até o 21º dia de lactação, as ratas 

progenitoras foram separadas e colocadas em gaiolas individuais e alocadas 

aleatoriamente em suas respectivas dietas com água e ração ad libitum, sendo 

compostos os seguintes grupos: grupo dieta controle, C (n=10), grupo dieta 

hiperlipídica com alto teor em ácidos graxos saturados, HL (n=10); e grupo dieta 

hiperlipídica com alto teor em ácidos graxos saturados enriquecida com ômega-3, a 

partir do óleo de linhaça, HLω3 (n=10).  

 A temperatura e a umidade foram mantidas dentro dos limites de 22 a 24 °C e 

55 a 65%, respectivamente, com 12h de claro e escuro (luzes acesas das 06:00 às 

18:00h). A prole proveniente de cada fêmea foi reduzida a 8 ratos machos por 

ninhada. Nos casos da ninhada ter sido composta por menos de 8 ratos machos, 

ratas fêmeas foram utilizadas para padronização do tamanho da ninhada até o 

desmame. A quantidade da prole de animais por grupo experimental a partir da dieta 

materna variou de 27 a 35 animais (Controle n=35; HL n=27; HLω3 n=27). A figura 1 

demonstra o desenho experimental, conforme os períodos das avaliações funcionais 

realizadas nos animais. 

Os protocolos e procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comitê 

de Ética de Uso Animal (CEUA) de nº 23076.049500/2016-37 (Anexo A) e seguiu as 

recomendações do Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA). 
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Figura 1 - Desenho experimental de acordo com o período de avaliação da prole de machos 

Wistar submetidos à dieta Controle (19% de lipídios), HL (33% de lipídios) e HLω3 (33% de 

lipídios enriquecida com ômega-3) durante a gestação e lactação. Um número equivalente a 30 

ratas foram colocadas para acasalar e após a detecção da prenhez foram separadas em três grupos 

de acordo com a dieta consumida (controle, HL e HLω3), sendo submetidos a esta dieta até o 

desmame. Aos 21 dias de vida, as proles foram desmamadas e receberam dieta comercial padrão 

Presence® até os 300 dias de vida. As avaliações funcionais ocorreram no 1º, 7º, 14º, 21º, 30º, 90º e 

300º dia de vida da prole. A quantidade de animais por grupo experimental variou de 27 a 35 animais. 
 

 
                                                                             

5.2 MANIPULAÇÃO NUTRICIONAL 

                                                                       

 Para a manipulação nutricional foram definidas as seguintes dietas: grupo 

controle recebeu uma dieta padrão cuja composição estava de acordo com a AIN-93  

(REEVES, NIELSEN e FAHEY, 1993) com 19% da energia proveniente das 

gorduras, 20% das proteínas e 61% dos carboidratos; o grupo HL recebeu uma dieta 

com alto teor em ácidos graxos saturados adaptada a partir da composição da dieta 

utilizada no estudo de Ferro Cavalcante (FERRO CAVALCANTE, T. C. et al., 2013), 

com 33% da energia proveniente das gorduras, 20% das proteínas e 47% dos 

carboidratos; e o grupo HLω3 recebeu uma dieta com alto teor em ácidos graxos 

saturados, enriquecida com ômega-3 com 33% da energia proveniente das 

gorduras, 20% das proteínas e 47% dos carboidratos (tabela 1). A dieta padrão 

continha em torno de 3.5 quilocalorias por grama e as dietas hiperlipídicas em torno 

de 4,5 quilocalorias por grama. As dietas hiperlipídicas apresentavam maior teor de 

ácidos graxos saturados e a dieta enriquecida com ômega-3 continha menor 

quantidade de ômega 6 (tabela 2). Após o desmame, aos 21 dias de vida, os 

animais receberam dieta padrão comercial para ratos (Presence®, Grupo Neovia, 

São Paulo, Brasil), formando três grupos: prole das mães alimentadas com dieta 

padrão (controle), prole das mães alimentadas com dieta hiperlipídica com alto teor 
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ácidos graxos saturados (HL) e prole das mães alimentadas com dieta hiperlipídica 

com alto teor de ácidos graxos saturados enriquecida com ômega-3 (HLω3).  

Tabela 1 - Composição quanto aos ingredientes das dietas experimentais 

Ingrediente/quantidade 
por 100g de dieta 

AIN-93 G Dieta 
hiperlipídica 

Dieta Hiperlipídica 
enriquecida com 
ômega 3 

Amido de milho 39,7 15 15 
Amido dextrinizado 13,2 - - 
Farinha de trigo - 12 12 
Biscoito maisena  - 7 7 
Farinha de soja - 6 6 
Banha de porco - 2 2 
Manteiga - 8 8 
Caseína (>85%) 20 20 20 
Goma guar - 0,5 0,5 
Sacarose 10 18 18 
Óleo de linhaça - - 3,5 
Óleo de soja  7 7 3,5 
Fibra (celulose) 5 0,3 0,3 
Vitaminas 1 0,7 0,7 
Mineral mix 3,5 2,5 2,5 
DL-metionina 0,3 0,25 0,25 
Bitartarato de colina 0,25 0,25 0,25 
BTH 0,0014 0,014 0,014 
Glutamato 
monossódico (12,3%) 

- 0,2 0,2 

Cloreto de sódio - 0,3 0,3 
Total (g) 100 100 100 
Kcal /100g 3,69 4,52 4,51 
% Gorduras totais  18,6 33,6 32,3 
% Proteínas 20,2 19,6 18,2 
%Carboidratos 61 46,8 49, 4 
AIN-93G de acordo com Reeves et al., 1993; dieta hiperlipídica adaptada de Ferro 
Cavalcante et al., 2013; *Composição nutricional calculada a partir da análise centesimal 
das dietas realizada no laboratório de Bromatologia do Centro Acadêmico de Vitória, 
Universidade Federal de Pernambuco.   
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Tabela 2 - Composição percentual de ácidos graxos quanto à presença de 
dupla ligação na cadeia carbônica das dietas experimentais  

 
Composição percentual dos ácidos graxos 

Dietas 

Ácidos graxos AIN-93G Hiperlipídica 
Hiperlipídica 

com ômega 3 

Saturados    
Ácido octanoico (C8:0) 0 0 0 
Ácido decanoico (C10:0) 0 0,85 0,74 
Ácido láurico (C12:0) 0 1,16 1,15 
Ácido mirístico (C14:0) 0 4,22 4,37 
Ácido pentadecanoato 
(C15:0) 0 0,47 0 
Ácido palmítico (C16:0) 11,97 22,78 21,73 
Ácido heptadecanoato 
(C17:0) 0 0 0 
Ácido esteárico (C18:0) 4,62 7,53 8,07 
Ácido araquídico(C20:0) 0,36 0 0 
Ácido behênico(C22:0) 0,37 0 0 
Total 17,32 37,01 36,06 
Monoinsaturados    
Ácido miristoleico (C14:1) 0 0,46 0 
Acido palmitoleico (C16:1) 0 0,95 0,87 
Ácido heptadecanoico 
(C17:1) 0 0 0 
Ácido oleico (C18:1) 29,93 28,32 38,47 
Total  29,93 29,73 39,34 
Poli-insaturados    
Ácido linolênico (C18:3) 3,89 1,64 2,32 
Ácido linoleico (C18:2) 48,87 31,63 22,28 

Total 52,76 33,27 24,6 
Ômega 3 (g/100g) 0,27 0,27 0,4 
Ômega 6 (g/100g) 3,42 5,73 3,78 
Razão ômega 6:3 12,66 21,22 9,45 
Os ácidos graxos foram identificados segundo padrão externo (FAME Supelco™ mix C4-C24, 
Bellefonte, PA, USA) e o percentual (%) calculado conforme normalização das áreas dos picos 
pelo método de cromatografia gasosa no Laboratório de Fitoquímicos e procesos do Centro de 
Tecnologias e Estratégias do Nordeste. A partir da determinação percentual de ácido linolênico 
(ômega 3) e linoléico (ômega 6) foram calculadas as quantidades (g/100g de dieta) desses 
ácidos graxos e obteve se a razão de ômega 6 / 3. A nomenclatura dos ácidos graxos seguiu a 
classificação determinada pela I Diretriz sobre o consumo de gorduras e saúde cardiovascular 
(Santos et al., 2013). 

 

5.3 CONSUMO ALIMENTAR DA PROLE 

 O consumo de ração foi avaliado em dias alternados no início do período 

claro (às oito horas da manhã), pela diferença entre a quantidade ofertada e a sobra 

da gaiola. Foi utilizado para a pesagem da ração, uma balança semianalítica com 
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capacidade máxima de 5.000g e sensibilidade de 0,1g (GEHAKA®, São Paulo, 

Brasil). Os filhotes foram acompanhados desde o desmame (aos 22 dias) até os 300 

dias de vida. A partir da avaliação do consumo alimentar e do ganho ponderal por 

meio da aferição da massa corporal foi calculado o coeficiente de eficiência 

alimentar (CEA) segundo a equação: CEA = ganho de peso no período 

avaliado/consumo alimentar no mesmo período. A quantidade de calorias 

consumidas bem como de macronutrientes foi obtida a partir da composição 

centesimal das dietas utilizadas. 

 

5.4 MEDIDAS MURINOMÉTRICAS  

 Foram realizadas as medições murinométricas de peso corporal, comprimento 

naso-anal e circunferência abdominal no 1º, 7º, 14º, 21º, 30º, 90º e 300º dia de vida. 

Após obtenção das medidas, foi calculado o índice de Lee no 90º e 300º dia de vida 

a partir da relação entre a raiz cúbica do peso corporal e o comprimento naso-anal 

do animal. As medições foram realizadas de acordo com o estudo de Novelli 

(NOVELLI et al., 2007).                                                                                                                  

5.5 ANÁLISE BIOQUÍMICA                                                                                                         

 As proles aos 22, 30, 90 e 300 dias de vida foram submetidos ao jejum de 12 

horas (overnight) e, em seguida, anestesiados com Ketamina (80mg/Kgi.p) e xilazina 

(10mg/Kgi.p) para coleta de amostras de sangue através do rompimento do plexo 

retro orbital. Após coagulação, o sangue foi centrifugado a 3500 RPM por 10 minutos 

para obtenção do soro, o qual foi transferido para um tubo Eppendorf e armazenado 

a -20°C até a realização das análises bioquímicas por meio do equipamento 

Automatic Chemistry Analyzer (ver. 4e) (Pioway Medical Lab Equimament Co., Ltd.). 

Os parâmetros analisados foram: proteínas totais (PT), albumina (ALB), glicemia de 

jejum, triglicerídeos (TG), colesterol total, alanina aminotransferase (ALT), aspartato 

aminotransferase (AST) e colesterol de lipoproteína de alta densidade (HDL-c). Os 

níveis de colesterol de lipoproteína de baixa densidade (LDL-c) e colesterol de 

lipoproteína de densidade muito baixa (VLDL-c) foram obtidos por cálculos de 

Friedwald (SPOSITO et al., 2007). 
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5.6 TESTE DE TOLERÂNCIA À GLICOSE (TTG) 

 

 Aos 90 e 300 dias de vida foi realizado o teste de tolerância à glicose (TTG) 

após um jejum de 6 horas, os animais foram separados em gaiolas individuais e o 

sangue foi coletado a partir de cortes nas extremidades da cauda do animal, sendo 

mensurado a glicemia basal no tempo 0 ou T0 ( em duplicatas), e em seguida, foi 

administrada glicose a 20% (2mg/g de peso) através de gavagem e foi mensurada a 

glicose (em duplicata) após 15, 30, 60 e 120 minutos depois da administração da 

glicose (BARQUISSAU et al., 2017). 

5.7 TESTE DE TOLERÂNCIA AO PIRUVATO (TTP) 

 Aos 90 e 300 dias de vida foi realizado o teste de tolerância ao piruvato (TTP) 

após um jejum de 12 horas (overnight), os animais foram separados em gaiolas 

individuais. Em seguida, foi realizada a mensuração do nível basal de glicose no 

tempo 0 (T0), em duplicata, e injetado o piruvato de sódio a 50%  (2g/kg de peso) 

por via intraperitoneal, sendo depois mensurada a glicemia (em duplicata) aos 15, 

30, 45, 60 e 120 minutos após a administração do piruvato de sódio (Sigma-Aldrich 

Brasil Ltda, P2256) (BARQUISSAU et al., 2017).                                                                          

5.8 TESTE DE SENSIBILIDADE À INSULINA (TSI)  

 Aos 90 e 300 dias de vida foi realizado o teste de sensibilidade à insulina 

(TSI) após um jejum de 6 horas, os animais foram separados em gaiolas individuais. 

Em seguida, foi realizada a mensuração do nível basal de glicose no tempo 0 (T0), 

em duplicata, e injetada a insulina (1 mU/g de peso) por via intraperitoneal, sendo 

depois mensurada a glicemia (em duplicata) aos 15, 30, 45, 60 e 120 minutos após a 

administração de insulina humana regular (HUMULIN R, 100UI/ml) (BARQUISSAU 

et al., 2017).  

5.9 AVALIAÇÃO DO ESTRESSE OXIDATIVO NO FÍGADO 

 O estresse oxidativo foi avaliado no tecido hepático dos ratos, a partir de 

biomarcadores como malondialdeído (MDA), carbonilas, sulfidrila e sistemas 

enzimáticos antioxidantes: catalase, superóxido dismutase e glutationa transferase e 

através da razão GSH, GSSG e GSH / GSSG. Aos 90 e 300 dias, cinco animais de 

cada grupo foram sacrificados por guilhotina após jejum de 6 horas no período claro 

(6h às 12h) para coleta do fígado. Uma alíquota de aproximadamente 1 g do órgão 
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foi armazenada em Eppendorf a -80ºC até o preparo da amostra. As análises de 

estresse oxidativo foram realizadas no Laboratório de bioquímica geral, molecular e 

do exercício do Centro Acadêmico de Vitória, Universidade Federal de Pernambuco.  

 
5.9.1 Preparo do homogeneizado do tecido hepático 

 O tecido hepático foi homogeneizado em tampão de extração (Tris base 50 

mM e EDTA 1mM, pH 7,4; com adição de ortovanadato de sódio 1 mM e PMSF 2 

mM). Após a homogeneização, as amostras foram centrifugadas a 1180xg, a 4° C, 

por 10 minutos e os sobrenadantes submetidos à quantificação protéica.  

5.9.2 Dosagem de proteína 

 A concentração de proteína foi determinada pelo método de Bradford 

(BRADFORD, 1976). O princípio do método baseia-se na determinação da 

concentração de ligações peptídicas através da medida da absorbância do complexo 

proteína-corante. Este complexo absorve em comprimento de onda de 595 nm. A 

absorbância é considerada diretamente proporcional à concentração de proteína na 

solução analisada, onde uma solução de BSA (2mg/ml) foi utilizada como padrão.  

5.9.3 Avaliação dos níveis de peroxidação lipídica pela metodologia da 

substância Reativa ao Ácido Tiobarbitúrico 

 Para a dosagem de TBARS foi utilizada a técnica colorimétrica de Buege e 

Aust (BUEGE e AUST, 1978), sendo uma técnica muito utilizada para avaliar a 

lipoperoxidação, pois o ácido tiobarbitúrico reage com os produtos da LPO, entre 

eles o malondialdeído e outros aldeídos. Adicionou-se a uma alíquota (300 g 

proteína) do homogeneizado ao ácido tricloroacético (TCA) a 30%, o material foi 

centrifugado a 1180xg por 10 minutos, o sobrenadante retirado e adicionado ao 

ácido tiobarbitúrico a 0.73% que reage com os produtos da lipoperoxidação 

formando um composto de coloração rosada. A mistura foi incubada por 15 minutos 

a 100ºC e em seguida resfriada, utilizada para a leitura da absorbância a 535nm em 

espectrofotômetro (Biochrom Libra S12 Visible, USA), utilizando cubetas de quartzo. 

Os resultados foram expressos em M/mg de proteína. 
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5.9.4 Medida dos níveis de oxidação de proteínas (Carbonilas) 

 A avaliação da oxidação de proteínas dar-se através da reação com o 

composto 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) descrito por ZANATTA (ZANATTA et al., 

2013). As proteínas (300g) foram precipitadas em TCA a 30% seguido de 

centrifugação a 1180g por 15 minutos, o pellet foi ressuspenso e adicionado DNPH 

10mM dissolvido em HCl 2.5 N e incubado em local livre de luz a temperatura 

ambiente durante uma hora. Posteriormente, as proteínas precipitadas em adição ao 

TCA 20% foram centrifugadas e passaram por uma série de lavagens com tampão 

contando acetato de etila e etanol, até o precipitado ser ressuspenso em cloridrato 

de guanidina e levado ao espectrofotômetro (Biochrom Libra S12 Visible, USA) para 

leitura em um comprimento de onda de 370nm (37°C). Os resultados foram 

expressos em nmol/mg de proteína. 

5.9.5 Avaliação do conteúdo de sulfidrila-SH 

 O conteúdo de sulfidrila foi determinado a partir da reação com o composto 

DTNB (5,5'- dithiobis (2 nitrobenzoic acid) (ELLMAN, 1959). A alíquota do 

homogenato (300 μg de proteína) foi incubada no escuro após a adição de DTNB 

10mM e o volume final foi de 1 mL completado com tampão de extração pH 7.4 e 

realizada a leitura com absorbância (30°C) a 412nm em espectrofotômetro 

(Biochrom Libra S12 Visible, USA). Os resultados foram expressos em M/mg de 

proteína. 

5.9.6 Avaliação da atividade enzimática da Superóxido dismutase (SOD) 

 A determinação da atividade de SOD foi feita de acordo com Misra e Fridovich  

(MISRA e FRIDOVICH, 1972). O homogenato de fígado (80 μg de proteína) foi 

incubado no tampão carbonato de sódio (0,05 %, pH 10.2, 0.1 mM de EDTA) em 

banho-maria a 37°C, antes da avaliação da atividade enzimática. A reação teve 

início pela adição de 20 μM de epinefrina (150 mM), em ácido acético (0.05 %). A 

absorbância foi lida a 480nm por 3 min em espectrofotômetro (Biochrom Libra S12 

Visible,USA). Os resultados foram expressos em U/mg de proteína. Uma unidade de 

SOD foi definida como a quantidade de proteína requerida para inibir a auto-

oxidação de 1mol de epinefrina por minuto. 
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5.9.7 Avaliação da atividade enzimática da Catalase 

 A atividade da catalase foi monitorada de acordo com AEBI (1984). O 

princípio do ensaio é baseado na determinação da constante k de decomposição de 

H2O2, que nas nossas condições de temperatura e pH foi definido como 4.6 x 107. 

Assim, 0,3M de H2O2 foi adicionado a amostra (80g de proteína), seguido de adição 

do tampão fosfato 50mM, pH 7.0 a 20°C, a absorção de decaimento foi monitorada 

por 4 min a 240nm em espectrofotômetro (Biochrom Libra S12 Visible, USA). Os 

resultados foram expressos em U/mg de proteína (AEBI, 1984) . Uma unidade de 

catalase foi definida como quantidade de proteína requerida para converter 1μmol de 

H2O2 em H2O por minuto. 

5.9.8 Avaliação da atividade enzimática da Glutationa S-Transferase 

 A atividade da glutationa S- transferase é diretamente proporcional a taxa de 

formação do composto DNP-SG (dinitro fenil S glutationa), podendo desta forma ser 

medida por meio do monitoramento da taxa de formação do mesmo. Em uma cubeta 

de quartzo de 1 mL, adicionou-se a amostra (80g de proteína) ao tampão fosfato 

(0.1M) e EDTA (1mM), GSH (1mM) e CDNB (1mM). A absorbância (340mm) foi 

registrada por um período de aproximadamente 3 min com controle da temperatura 

(30°C), em espectrofotômetro (Biochrom Libra S12 Visible, USA). Os resultados 

foram expressos em U/mg proteína. Uma unidade de atividade enzimática da GST 

foi definida como a quantidade necessária para catalisar a formação de 1mol do 

composto DNP-SG por minuto (HABIG, PABST e JAKOBY, 1974). 

5.9.9 Quantificação do balanço redox (razão GSH/GSSG)  
 
 A razão GSH/GSSG foi avaliava através da quantificação dos níveis de GSH 

e GSSG segundo o método de HISSIN e HILF (1976). Em tampão 0,1M fosfato 

contendo 5mM de EDTA (pH 8.0) foi adicionado 100 μg do homogenato do figado e 

o fluorescente ortoftaldeido (1μM), e então incubado a temperatura ambiente, por 15 

minutos e lido em espectrofluorímetro modelo FLUOstar Omega (BMG Labtech, 

USA), utilizando os comprimentos de onda de 350nm de excitação e 420nm de 

emissão. Para determinar os níveis de GSSG, a amostra foi incubada com 0.04M de 

N-ethylmaleimide por 30 minutos, seguido da adição de tampão NaOH a 0.1M. 

Quando os preparos estavam prontos, seguindo os mesmos passos de GSH foi 
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executado para determinar GSSG. O estado redox foi determinado pela relação 

GSH/GSSG (HISSIN e HILF, 1976). 

5.10 Ensaios moleculares                                                                                        

5.10.1 Coleta dos tecidos                                                                                            

 Aos 90 e 300 dias de vida, um grupo de animais que não passaram por 

procedimentos cirúrgicos foram eutanasiados por decapitação para coleta do fígado 

para a realização dos ensaios moleculares. Os presentes tecidos foram coletados, 

congelados em nitrogênio líquido e imediatamente armazenados em freezer -80°C 

para posterior realização das análises.                                                        

5.10.2 Extração de mRNA                                                                                                             

 O RNA total de cada amostra (fígado) foi extraído utilizando o reagente 

TRIzolTM Reagent (Ambion®) e clorofórmio hidratado com água DEPC, seguido de 

precipitação com isopropanol, lavagem com etanol a 70%, centrifugação e 

ressuspensão com H2O DEPC, e posteriormente tratado com TURBODNAase 

(Ambion), com o objetivo de eliminar contaminantes de DNA genômico. A 

concentração e qualidade do RNA total foram determinadas por espectrofotometria 

usando o espectrofotômetro NanoDrop® 2000. As amostras de RNA foram 

quantificadas através de espectrofotometria (= 260 nm) e análise em gel de 

agarose 1% em comparação com o marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA 

Ladder (Invitrogen).                                                                                             

5.10.3 Avaliação da expressão gênica por RT-PCR quantitativo em tempo real 

(qRT-PCR) 

A qRT-PCR foi realizada com o kit Quantitect SYBRTM Green RT-PCR 

(QIAGEN) e 100ng de RNA. Foi utilizado um controle negativo, com todos os 

reagentes do kit, porém sem RNA, com o objetivo de verificar uma possível 

contaminação dos reagentes. Cada amostra foi amplificada em um termociclador 

Applied Biosystems® 7500, software v.2.0.6, programado para uma etapa de síntese 

de cDNA, desnaturação a 94ºC por 2 min, seguido de 40 ciclos a 94ºC por 1 minuto, 

55ºC por 1 min e 72ºC por 2 min, e uma etapa final de 72ºC por 10 min. onde foram 

utilizados os primers. 
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Todas as reações de RT-PCR quantitativa foram realizadas em duplicata, no 

sistema de PCR em tempo real da Applied Biosystems (ABI 7500). Para cada reação 

foram usados: SYBR Green Master mix 1X, 0,2 μM de cada primer (Forward e 

Reverse), 0,2 U da enzima Transcriptase Reversa, 5 μl de cada amostra 

normalizada para 100 ng e H2O para completar 25 μl de reação. A sequência dos 

primers que foram utilizados para a realização dos experimentos de RT-PCR do 

presente estudo encontram-se descritas na tabela 3. 

 

Tabela 3. Sequência de primes que foi utilizado para a realização do qRT-PCR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.11 MEDIDAS DE VENTILAÇÃO PULMONAR 

 As medidas de ventilação foram obtidas por pletismografia de corpo inteiro, 

em um sistema fechado (BARTLETT e TENNEY, 1970), no 1º, 7º, 14º, 21º, 30º, 90º 

e 300º dia de vida da prole. Para aquisição dos sinais de ventilação os animais 

foram mantidos dentro de uma caixa pletismográfica de corpo inteiro.  O volume 

dessa caixa foi padronizado pelo nosso grupo de pesquisa de acordo com a idade 

do animal. Para as idades de 1º e 7º dia de vida era utilizado uma caixa 

pletismográfica de 1 L e para as idades de 14º, 21º e 30º, 90º e 300º dia de vida foi 

utilizado uma caixa de 5 L. 

  Durante a realização de cada medida de ventilação, o fluxo de ar foi 

interrompido e a câmara do animal permaneceu totalmente vedada por curtos 

períodos de tempo (~2 min). As oscilações causadas pela ventilação do animal 

foram captadas por um dispositivo conectado à câmara que contém o transdutor 

diferencial de pressão e o amplificador de sinais (ML141 spirometer, PowerLab, 

Gene  Forward/

Reverse 

Sequence 

5' - 3' 

Tm 

(°C) 

Amplicon 

Size 

Actb F CCTGACCCTGAAGTACCCCATTG 60 205pb 

 R CATGGCTGGGGTGTTGAAGGTC   

SOD1 F TGAAGAGAGGCATGTTGGAG 58 164pb 

 R CCACCTTTGCCCAAGTCATC   

SOD2 F TCATGCAGCTGCACCACAGC 60 138pb 

 R CCATTGAACTTCAGTGCAGG   

IL-1β F CTCTCCACCTCAATGGACAG 60 181pb 

 R TTGGGATCCACACTCTCCAG   

TNF-α F CCAGACCCTCACACTCAGATC 58 78pb 

 R CTTGGTGGTTTGCTACGACG   
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ADInstruments). O sinal foi então enviado para o sistema de aquisição e análise dos 

dados (LabChartTM Pro, PowerLab, ADInstruments), como demonstrado na figura 2. 

A calibração do volume de ar foi obtida durante cada experimento, injetando-se um 

volume conhecido de ar de 0.1 mL para a caixa de 1 L e 1 mL para a caixa de 5 L 

dentro da câmara do animal com o uso de uma seringa graduada. Três variáveis 

respiratórias foram medidas: a frequência respiratória (f), o volume corrente 

(GOUBAU et al.) e a ventilação pulmonar (VE) (MALAN, 1973). 

 

Figura 2 - Desenho esquemático da pletismografia de corpo inteiro de um animal, adaptado de 
Penintente et al., 2007. Durante a realização de cada medida de ventilação, o fluxo de ar da caixa foi 
interrompido e a câmara do animal permaneceu totalmente vedada por curtos períodos de tempo (~2 
min). As oscilações causadas pela ventilação do animal foram captadas por um dispositivo conectado 
à câmara que contém o transdutor diferencial de pressão e o amplificador de sinais. O sinal foi então 
enviado para a placa de aquisição e análise dos dados (LabChartTM Pro, PowerLab, ADInstruments).  

 

                                

                                             Fonte: Adapatado de Penintente et al. ( 2007). 
 

 

5.12 PROCEDIMENTO CIRÚRGICO PARA IMPLANTE DE CATETER EM ARTÉRIA 

FEMORAL                       

 Na idade de 90 dias de vida, metade dos animais foram anestesiados com 

ketamina (80 mg/kg, i.p.) e xilazina (10 mg/kg, i.p.), e em seguida, foi realizada uma 

cirurgia para inserção de um cateter de polietileno  na artéria femoral, para registro 

da pressão arterial, como descrito por De-Brito-Alves et al. (2015). A outra metade 

dos animais foi submetida a esse mesmo procedimento cirúrgico na idade de 300 

dias. O cateter foi exteriorizado subcutaneamente até a altura do pescoço para 

facilitar a conexão dele ao transdutor de pressão. Após a cirurgia, os animais 
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receberam uma dose de cetoprofeno (5 mg/kg ip, anti-inflamatório). O registro da PA 

e da frequência cardíaca (FC) foi realizado 24 horas após o procedimento cirúrgico 

em animais não anestesiados por meio da conexão do cateter da artéria femoral com 

o transdutor mecanoelétrico de pressão, cujo sinal foi devidamente amplificado 

(ML866/P, ADInstruments, Power Lab, Bella Vista, NSW, Australia), digitalizado por 

meio de uma interface analógico/digital e amostrado a 2000 Hz em um 

microcomputador equipado com um software apropriado (LabChartTM Pro vers. 8, 

ADInstruments, Bella Vista, NSW, Austrália), para posterior análise. A pressão 

arterial média (PAM) e frequência cardíaca (FC) foram derivadas da pressão arterial 

pulsátil (PAP) por meio deste sistema de aquisição.                                                           

5.13 ANÁLISE ESTATÍSTICA                                                                                                  

 Os resultados foram expressos em média ± epm (erro padrão da média). A 

análise de normalidade da amostra foi realizada por meio do teste de Kolmogorov-

Sminorv. A comparação entre os grupos foi realizada por meio do teste ANOVA one-

way e ANOVA two-way (para os testes de tolerância à glicose, teste de tolerância ao 

piruvato e teste de tolerância à insulina), seguido do pós-teste de Bonferroni. Os 

dados foram analisados no programa Graph Pad Prism (GraphPad Software 

Corporation, versão 5.0, 2007). O nível de significância considerado foi p<0,05. 
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6  RESULTADOS  

6.1 CONSUMO ALIMENTAR DA PROLE 

 O consumo alimentar foi verificado na prole com 22 a 30, 30 a 60, 60 a 90 e 90 

a 300 dias de idade, obtendo-se o coeficiente de eficiência alimentar (CEA) nos períodos 

avaliados (Tabela 4). No período de 22 a 30 dias, o grupo HL apresentou menor 

consumo em gramas, calorias e macronutrientes quando comparados ao grupo C. Não 

houve diferença entre os grupos no valor do CEA. Na idade de 30 a 60 dias, não foi 

observada diferença no consumo entre os grupos, porém a prole HLω3 apresentou 

valores de CEA maiores que o grupo C (p<0,05), sem diferença na prole HL. Durante o 

período de 60 a 90, não foram encontradas diferenças nos valores de consumo e CEA 

entre os grupos. No entanto, entre 90 e 300 dias o consumo alimentar e as calorias 

foram menores no grupo HL quando comparado ao C e o consumo do grupo HLω3 foi 

maior que o HL (p<0,05). 

 
Tabela 4. Consumo alimentar em gramas, calorias e macronutrients e o coeficiente de 
eficiência alimentar após o desmame da prole de ratos submetidos à dieta Controle (C), 
Hiperlipídica (HL) e Hiperlipídica enriquecida com ômega-3 (HLω3) durante a gestação e 
lactação. 
 
Período/ 
Nutriente 

                                          Grupo 

 
      C 
  M±EPM 

     HL 
M±EPM 

 HLω3 
M±EPM 

22 a 30 dias    
Consumo (g) 110,7 ± 1,3 100,8 ± 1,8

*
 106,8 ± 1,0 

Calorias (Kcal) 380,8 ± 4,6 346,8 ± 6,1
*
 367,5 ± 3,5 

Proteínas (g) 28,0 ± 0,3 25,5 ± 0,4
*
 27,1 ± 0,6 

Carboidratos (g) 60,3 ± 0,7 55,0 ± 0,9
*
 58,2 ± 0,5 

Lipídios (g) 3,01 ± 0,03 2,72 ± 0,05
*
 2,95 ± 0,02 

Coeficiente de 
eficiência  
alimentar (CEA) 
 

0,4 ± 0,009 0.4 ± 0.01 0,4 ± 0,01 
 
 

30 a 60 dias    
Consumo (g) 727,5 ± 9,5 734,9 ± 16,9 741,2 ± 7,1 
Calorias (Kcal) 2503,0 ± 32,9 2528,0 ± 58,0 2550,0 ± 24,5 
Proteínas (g) 184,6 ± 2,4 186,5 ± 4,3 191,5 ± 1,8 
Carboidratos (g) 396,9 ± 5,2 400,9 ± 9,2 404,4 ± 3,8 
Lipídios (g) 20,1 ± 0,3 20,3 ± 0,4 20,5 ± 0,2 
Coeficiente de 
eficiência 
alimentar  (CEA) 
 

0,2 ± 0,009 0,2 ± 0,006 0,3 ± 0,009
* 
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60 a 90 dias 
Consumo (g) 618,6 ± 30,7

 
597,6 ± 14,1 614,9 ±7,9

 

Calories (Kcal) 2128,2 ± 105,5
 

2056,0 ± 48,6 2115,4 ± 27,5
 

Proteínas (g) 157,0 ±7,8 151,7 ± 3,6 156,1 ± 2,0
 

Carboidratos (g) 337,5 ± 16,7 326,0 ±7,7 335,5 ± 4,3 
Lipídios (g) 17,1 ± 0,8 16,5 ± 0,4 17,0 ± 0,2 
Coeficiente de 
eficiência 
alimentar (CEA) 
 

0,1 ± 0.008 0,1 ± 0,01 0,09 ± 0,007 
 
 

90 a 300 dias    
Consumo (g) 10218 ± 5,7 8259 ± 2,7

*
 10611 ± 5,1

#
 

Calorias (Kcal) 35149 ± 2,4 28410 ± 1,6
*
 36501 ± 2,3 

Proteínas (g) 740,8 ± 0,3 607,0 ± 0,2 779,9 ± 0,3 
Carboidratos (g) 1609,3 ± 0.5 1300,7 ± 0,3 1671,2 ± 0,4 
Lipídios (g) 86,2 ± 0,1 69,71 ± 0,08 89,6 ± 0,1 
Coeficiente de 
eficiência 
alimentar  (CEA) 

0,1 ± 0,01 0,1 ± 0,01 0,1 ± 0,01 
 
 

As proles foram submetidas durante a gestação e lactação às dietas controle (C, 19% de lipídios) ou 
hiperlipídica, (HL, 33% de lipídios) ou hiperlipídica enriquecida com ômega-3 (HLω3, 33% de lipídios 
e 3,5% de óleo de linhaça), de acordo com o grupo experimental. Os valores foram expressos como 
média ± EPM. As análises foram feitas com a utilização de teste estatístico ANOVA one-way e pós-
teste de Bonferroni (N = 12-17). * p˂0,05 vs. Controle; # p˂0,05 vs. HL. 
                                                                     

6.2 AVALIAÇÃO DAS MEDIDAS MURINOMÉTRICAS 

 O grupo HL apresentou maior peso corporal com 1 dia de idade quando 

comparado ao C e HLω3 (Tabela 5). Os grupos HL e HLω3 apresentaram maior peso 

corporal no 7º (p<0,0001) e 14º (p<0,0001) dia. O grupo HLω3 apresentou maior peso 

corporal quando comparado aos demais grupos aos 21 dias (p = 0,002). Não foram 

encontradas diferenças entre os grupos aos 30, 90 e 300 dias.  

 Tanto o grupo HL quanto o HLω3 apresentaram circunferência abdominal 

maior no 1º dia de idade (p = 0,002) quando comparado ao C. Apenas o HL mostrou 

circunferência aumentada aos 7 dias (p = 0,005) e 14 dias (p = 0,0009) de idade. 

Nenhuma diferença foi encontrada entre os grupos aos 21 dias de idade. Porém, o HL 

apresentou circunferência abdominal aumentada quando comparada aos outros grupos 

aos 30 dias (p = 0,004). Nenhuma diferença foi encontrada entre os grupos aos 90 e 300 

dias de idade. 

 O grupo HL apresentou comprimento naso-anal aumentado em relação ao C e 

HLω3 com 1 dia (p = 0,004) e 7 dias (p<0,0001) de idade. Nenhuma diferença foi 

encontrada entre os grupos aos 14 dias de idade. O comprimento naso-anal dos grupos 

HL e HLω3 foram maiores em relação a C aos 21 dias de idade (p <0,0001). No entanto, 

na prole HL, o comprimento naso-anal foi maior aos 30 dias de idade (p <0,0001) 
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quando comparado com os demais grupos. Os animais apresentaram crescimento 

corporal semelhante aos 90 e 300 dias de idade. 

 Quanto ao índice de Lee aos 90 e 300 dias, nenhuma diferença foi encontrada 

entre os grupos. 

Tabela 5. Parâmetros murinométricos da prole de ratos cujas mães foram alimentadas com 
dieta controle (C), dieta hiperlipídica (HL) e dieta hiperlipídica enriquecida com ômega-3 
(HLω3) durante a gestação e lactação. 
 

 
Idade/ Variáveis        

                                 Grupos 

 C    HL HLω3 

 M ± EPM M ± EPM M ± EPM 

1º dia de vida    
Peso corporal (g)  6,5 ± 0,1   7,4 ± 0,1

*
  6,7 ± 0,1

#
 

Circunferência abdominal (cm)  4,4 ± 0,1    4,6 ± 0,1
*
 4,5 ± 0,1

*
 

Comprimento naso-anal (cm) 
 

5,1 ± 0,1   5,4 ± 0,1
*
 5,2 ± 0,1

#
 

7º dia de vida 
Peso corporal (g)       

 
18,1 ± 0,2 

 
    20,8 ± 0,1

*
 

 
 20 ± 0,5

*
          

Circunferência abdominal (cm)  6,2 ± 0,1    6,6 ± 0,1
*
 6,4 ± 0,1 

Comprimento naso-anal (cm) 
 
14º dia de vida 
Peso corporal (g) 
Circunferência abdominal (cm) 
Comprimento naso-anal (cm) 
 
21º dia de vida 
Peso corporal (g)                             
Circunferência abdominal (cm) 
Comprimento naso-anal (cm)   
 
30º dia de vida 
Peso corporal (g)                            
Circunferência abdominal (cm) 
Comprimento naso-anal (cm) 
               
90º dia de vida 
Peso corporal (g)                            
Circumferência abdominal(cm) 
Comprimento naso-anal (cm) 
Índice Lee (g/cm

3
) 

 
300º dia de vida 
Peso corporal (g)                                                                          
Circunferência abdominal (cm) 
Comprimento naso-anal (cm)   
Índice Lee (g/cm

3
) 

 

7,1 ± 0,1 
 
 

32,2 ± 0,3 
8,1 ± 0,1 
8,7 ± 0,1 

 
 

53,9 ± 0,6 
10,2 ± 0,1 
10,6 ± 0,1 

 
 

93,3 ± 2,4 
12,0 ± 0,1 
13,4 ± 0,18 

 
 

370,1 ± 6,6 
19,2 ± 0,3 
22,2 ± 0,5 

    0,32 ± 0,007 
 
 

472,8 ± 14,5 
19,9   ± 0,5 
24,5   ± 1,1 

   0,33 ± 0,01 

7,5 ± 0,1
*
 

 
 

34,7 ± 0,5
* 

8,4 ± 0,1
* 

8,8 ± 0,1 
 
 

54,3 ± 0,8 
10,2 ± 0,1 
11,7 ± 0,1

* 

 

 
97 ± 2.3 

12,7 ± 0,2
* 

15,7 ± 0,3
* 

 

 
358,1 ± 4,3 
18,6± 0,3 
22,8 ± 0,4 

 0,31 ± 0,005 
 
 

498,2 ± 16,6 
21,1 ± 0,4 
26,21 ± 0,3 

0,30 ± 0,005 

         7,3 ± 0,1
#
 

 
 

36,1 ± 0,6
* 

8,3 ± 0,1
 

8,5 ± 0,1 
 
 

57,6 ± 0,7
*#

        
10,1 ± 0,1 
11,5 ± 0,2

*
 

 
 

100,2 ± 2,6 
11,8 ± 0,2

# 

 13,8 ± 0,1
# 

 
 

380 ± 7,1 
19,9 ± 0,3 
22,8 ± 0,4 

0,32 ± 0,005 
 
        
         511,1 ± 15,2 
          21,0 ± 0,4 
          25,6 ± 1,0 
          0,32 ± 0,017 
 

As proles de ratos foram separadas em três grupos de acordo com suas dietas dadas às mães 
durante a gestação e lactação: dieta controle, grupo C, (19% de lipídios) ou dieta hiperlipídica, grupo 
HL, com 33% de lipídios, ou dieta hiperlipídica enriquecida com ômega-3, grupo HLω3, com 3,5% de 
óleo de linhaça. Os valores foram expressos como média ± EPM. As análises foram feitas com a 
utilização de teste estatístico ANOVA one-way e pós-teste de Bonferroni (N = 12-17). * p˂0,05 vs. 
Controle; # p˂0,05 vs. HL. 
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6.3 AVALIAÇÃO BIOQUÍMICA DA PROLE AOS 22, 30, 90, 300 DIAS DE VIDA 

 Aos 22 dias de idade (Tabela 6), não foram encontradas diferenças nos níveis 

séricos de ALB, PT, HDL-c, LDL-c e AST entre os grupos. Em relação à GLI, apenas o 

HL apresentou níveis mais elevados (p = 0,02) quando comparado ao C. O HL também 

apresentou níveis séricos mais elevados de CT (p = 0,003), ALT (p = 0,001) e níveis 

mais baixos em relação à razão AST /ALT (p = 0,004) quando comparado aos demais 

grupos. O grupo HLω3, entretanto, apresentou níveis inferiores de TG (p = 0,02) e 

VLDL-c (p = 0,01) quando comparado ao grupo  C.  

 Aos 30 dias de idade (Tabela 6), diferenças foram encontradas apenas nos 

níveis séricos de LDL-c, com o grupo HL apresentando níveis mais elevados (p = 

0,001) quando comparado ao grupo C. 

 Aos 90 dias de idade (Tabela 6), não foram encontradas diferenças nos níveis 

séricos de ALB, PT, HDL-c, LDL-c e ALT entre os grupos. Em relação ao GLI, o grupo 

HL apresentou níveis superiores (p˂0,0001) quando comparado aos demais grupos. O 

HL também apresentou maiores níveis séricos de CT (p = 0,01), TG (p = 0,02) e VLDL-

c (p = 0,02) em relação ao C. O grupo HLω3 apresentou níveis mais baixos de AST (p 

= 0,0007) e razão AST/ALT (p = 0,0002) quando comparada ao grupo C e HL. 

 Aos 300 dias de idade (Tabela 6), não foram encontradas diferenças nos níveis 

séricos de GLI, PT, HDL-c, LDL-c e ALT entre os grupos. Em relação ao ALB, o HL 

apresentou níveis mais elevados (p = 0,01) quando comparado ao C. Tanto o grupo HL 

quanto o grupo HLω3 apresentaram níveis séricos mais elevados de CT (p = 0,008), 

TG (p = 0,0002) e VLDL-c (p = 0,002) quando comparado ao grupo C. E o grupo HL e 

HLω3 apresentaram menores níveis de AST (p = 0,0001) e relação AST / ALT (p = 

0,0001) quando comparados ao C. 
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Tabela 6. Perfil bioquímico em jejum da prole de ratos cujas mães foram alimentadas com 
dieta controle (C), dieta hiperlipídica (HL) e dieta hiperlipídica enriquecida com ômega-3 
(HLω3) durante a gestação e lactação. 
 

Idade/ Variáveis                                            Grupos 

 
 

C 
 

HL 
 

HLω3 

 M ± EPM M ± EPM M ± EPM 

22 dias de vida    
Albumina (g/dL) 4,0 ± 0,02 4,1 ± 0,01 4,1 ± 0,02 
Proteínas totais (g/dL)  5,2 ± 0,02 5,2 ± 0,03 5,2 ± 0,03 
Triglicerídeos (mg/dL)  138,5 ± 6,1 124,2 ± 6,8 116,3 ± 4,2

*
 

Colesterol total (mg/dL) 116,4 ± 1,6 126,8 ± 3,04
*
 117,3 ± 2,1

#
 

HDL-c (mg/dL) 23,6 ± 3,6 28,45 ± 3,2 31,6 ± 4,4 
LDL-c (mg/dL) 51,2 ± 7,5 63 ± 9 61,3 ± 6,6 
VLDL-c (mg/dL) 28,4 ± 1,4 24,8 ± 1,3 23,2 ± 0,8

*
 

Glicose (mg/dL) 108,6 ± 3,3 119,3 ± 3,3
*
 117 ± 1,5 

ALT (U/L) 17,3 ± 0,7 22,5 ± 1,81
*
 16,9 ± 0,6

#
 

AST (U/L) 152,2 ± 4,7 137,8 ± 3,8 142,4 ± 4,4 
AST/ALT 
 

8,5 ± 0,7 5,5 ± 0,8
*
 8,6 ± 0,4

#
 

30 dias de vida    
Albumina (g/dL) 4,2 ± 0,02 4,1 ± 0,03 4,2 ± 0,03 
Proteínas totais (g/dL) 5,3 ± 0,03 5,3 ± 0,03 5,4 ± 0,05 
Triglicerídeos (mg/dL) 162,5 ± 11,4 151,6 ± 10 183,5 ± 15,1 
Colesterol total (mg/dL) 119,9 ± 2,1 123,4 ± 2,6  125,5 ± 2,9 
HDL-c (mg/dL) 26,5 ± 1,4 26,9 ± 2,9 31,1 ± 2,5 
LDL-c (mg/dL) 64,7 ± 2,8 78,7 ± 3,9

*
 60,3 ± 2,5 

VLDL (mg/dL) 28,7 ± 2,6 22,3 ± 2,7 24 ± 3,8 
Glicose (mg/dL) 90,5 ± 5,1 88,4 ± 3 100,5 ± 4,3 
ALT (U/L) 30,8 ± 1,3 34 ± 2,7 38,1 ± 2,4 
AST (U/L) 149 ± 4,4 143,3 ± 6,7 141,7 ± 0,04 
AST/ALT 
 

4,9 ± 0,3 4,4 ± 0,6 3,8 ± 0,4 

90 dias de vida    
Albumina (g/dL)                      4,4 ± 0,03 4,5 ± 0,04 4,4 ± 0,04 
Proteínas totais (g/dL) 
Triglicerídeos (mg/dL)            

 5,3 ± 0,04 
96,9 ± 1,8 

5,1 ± 0,1 
110,3 ± 1,5

*
 

5,2 ± 0,09 
108,5 ± 4,4 

Colesterol total (mg/dL) 80,8 ± 1,5 87,2 ± 1,5
*
 82,7 ± 1,6 

HDL-c (mg/dL) 13,6 ± 0,5 12,7 ± 1 10,3 ± 0,7 
LDL-c (mg/dL) 47 ± 1 52,2 ± 2,9 46,3 ± 3,5 
VLDL (mg/dL) 19,3 ± 0,3 22 ± 1,1

*
 21,7 ± 0,8 

Glicose (mg/dL) 120,8 ± 3,1 142 ± 3,6
*
 126,3 ± 2,9

#
 

ALT (U/L)  43,9 ± 1,8 44 ±1,8 45,2 ± 1,1 
AST (U/L) 143 ± 4,6 134,2 ± 6,1 115 ± 3,8

*#
 

AST/ALT 
 

3,4 ± 0,1 3,1 ± 0,1 2,5 ± 0,08
*#

 

300 dias de vida     
Albumina (g/dL) 4,5 ± 0,06 4,8 ± 0,04

*
 4,6 ± 0,04 

Proteínas (g/dL) 6,2 ± 0,04 6,3 ± 0,04 6,3 ± 0,04 
Triglicerídeos (mg/dL) 59,8 ± 3,8 83 ± 4,1

*
 86,4 ± 5,1

*
 

Colesterol total (mg/dL) 77,9 ± 2,9 87,8 ± 2,4
*
 88,8 ± 2,3

*
 

HDL-c (mg/dL) 52,3 ± 6,2 54,5 ± 6,5 58,9 ± 3,9 
LDL-c (mg/dL) 25,4 ± 5,5 21 ± 3,9 25,5 ± 4 
VLDL (mg/dL) 11,9 ± 0,7 16,6 ± 0,8

*
 16,4 ± 1,2

*
 

Glicose (mg/dL) 125,9 ± 9,9 135,6 ± 7,2 135,2 ± 4,6 
ALT (U/L) 55,2 ± 3,4 52,9 ± 7 62 ± 4,7 
AST (U/L) 175,4 ± 7,7 139,4 ± 9,2

*
 114,9 ± 5,1

*
 

AST/ALT 3,2 ± 0,1 2,4 ± 0,2
*
 1,9 ± 0,1

*
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As proles de ratos foram separados em três grupos de acordo com as dietas dadas às mães durante 
a gestação e lactação: dieta controle, grupo C, (19% de lipídios) ou dieta hiperlipídica, grupo HL, com 
33% de lipídios, ou dieta hiperlipídica hiperlipídica enriquecida com ômega-3, grupo HLω3, com 3,5% 
de óleo de linhaça. Os valores foram expressos como média ± EPM. As análises foram feitas com a 
utilização de teste estatístico ANOVA one-way e pós-teste de Bonferroni (N = 12-17). * p˂0,05 vs. C; 
# p˂0,05 vs. HL. 
 

6.4 TESTE DE TOLERÂNCIA À GLICOSE AOS 90 E 300 DIAS DE VIDA 

  

 No teste de tolerância à glicose aos 90 e 300 dias de vida, conforme 

mostrado na figura 3A e 3C, não foram encontradas diferenças nos níveis de 

glicemia entre os grupos no tempo 0 (antes da administração de glicose),15, 30, 60  

e 120 minutos (p˃0,05) após a administração de glicose. Em relação à área sob a 

curva (ASC) para a glicose também não foram encontradas diferenças significativas 

entre os grupos aos 90 (p = 0,9717) (Fig. 3B) e 300 (p = 0,6890) (Fig. 3D) dias. 

 
Figura 3. Teste de tolerância à glicose e área sob a curva (ASC) para glicose aos 90 e 300 dias 
de proles cujas mães foram submetidas à dieta controle, HL ou HLω3 durante a gestação e 
lactação. A glicose foi mensurada no tempo 0 antes da administração de glicose e nos tempos 15, 
30, 60 e 120 minutos após a administração de glicose (gráficos A e C). A ASC para a glicose foi 
calculada pela regra trapezoidal (gráficos B e D). A linha ou barra preta representa o grupo controle, a 
linha tracejada ou barra preta representa o grupo HL e a linha ou barra cinza representa o grupo 
HLω3. Os valores foram expressos como média ± EPM, após o teste ANOVA two-way (gráficos A e 
C) ou teste ANOVA one-way (gráficos B e D) seguido do pós-teste de Bonferroni (n = 12-17).   
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6.5 TESTE DE TOLERÂNCIA AO PIRUVATO AOS 90 E 300 DIAS DE VIDA 

 

 No teste de tolerância ao piruvato aos 90 e 300 dias de vida, conforme 

mostrado na figura 4A e 4B, nenhuma diferença na glicemia foi encontrada entre os 

grupos no tempo 0 (antes da administração do piruvato) e no tempo 15, 30, 45, 60 e 

120 (p˃0,05) minutos após a administração de piruvato. Em relação à área sob a 

curva (ASC) para a glicose (Fig. 4B) também não foram encontradas diferenças 

significativas entre os grupos aos 90 (p = 0,5157) (Fig. 4B) e 300 (p = 0,5562) (Fig. 

4D) dias. 

 
Figura 4. Teste de tolerância ao piruvato e área sob a curva (ASC) para glicose aos 90 e 300 
dias de proles cujas mães foram submetidas à dieta controle, HL ou HLω3 durante a gestação 
e lactação. A glicose foi mensurada no tempo 0 antes da administração do piruvato e nos tempos 15, 
30, 45, 60 e 120 minutos após a administração do piruvato (gráficos A e C). A ASC para a glicose foi 
calculada pela regra trapezoidal (gráficos B e D). A linha ou barra preta representa o grupo controle, a 
linha tracejada ou barra preta representa o grupo HL e a linha ou barra cinza representa o grupo 
HLω3. Os valores foram expressos como média ± EPM, após o teste ANOVA two-way (gráficos A e 
C) ou teste ANOVA one-way (gráficos B e D) seguido do pós-teste de Bonferroni (n = 12-17). 
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6.6 TESTE DE SENSIBILIDADE À INSULINA AOS 90 E 300 DIAS DE VIDA 

 

 Em relação ao teste de sensibilidade à insulina aos 90 e 300 dias de vida, 

conforme mostrado na figura 5A e 5B, não foram encontradas diferenças na glicemia 

entre os grupos no tempo 0 (antes da administração de insulina) e no tempo 15, 30, 

45, 60 e 120 minutos (p ˃ 0,05) após a administração de insulina. Em relação à área 

sob a curva (ASC) para a glicose também não foram encontradas diferenças 

significativas entre os grupos aos 90 (p = 0,9737) (Fig. 5B) e 300 (p = 0,9789) (Fig. 

5D) dias.  

 
Figura 5. Teste de sensibilidade à insulina e área sob a curva (ASC) para glicose aos 90 e 300 
dias de proles cujas mães foram submetidas à dieta controle, HL ou HLω3 durante a gestação 
e lactação. A glicose foi mensurada no tempo 0 antes da administração da insulina e nos tempos 15, 
30, 45, 60 e 120 minutos após a administração de insulina (gráficos A e C). A ASC para a glicose foi 
calculada pela regra trapezoidal (gráficos B e D). A linha ou barra preta representa o grupo controle, a 
linha tracejada ou barra preta representa o grupo HL e a linha ou barra cinza representa o grupo 
HLω3. Os valores foram expressos como média ± EPM, após o teste ANOVA two-way (gráficos A e 
C) ou teste ANOVA one-way (gráficos B e D) seguido do pós-teste de Bonferroni (n = 12-17). 
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6.7 AVALIAÇÃO DO ESTRESSE OXIDATIVO E DA RESPOSTA ANTIOXIDANTE 

DO FÍGADO AOS 90 E 300 DIAS DE VIDA 

 

           O estresse oxidativo foi avaliado no tecido hepático dos ratos aos 90 e 300 

dias de vida, a partir de biomarcadores como malondialdeído (MDA), sulfidrila e 

sistemas enzimáticos antioxidantes: catalase, superóxido dismutase e glutationa 

transferase e através de GSH, GSSG e relação GSH/GSSG (Fig 6).  

 O grupo HL aos 90 dias apresentou níveis mais elevados de MDA quando 

comparado ao grupo HLω3 (p = 0,0398) (Fig 6A) e níveis mais altos de carbonila em 

relação aos demais grupos (p = 0,0128) (Fig 6B).  Níveis mais baixos de sulfidrila 

também foram encontrados no grupo HL  quando comparado ao grupo controle (p = 

0,0186) (Fig 6C). Quanto aos sistemas enzimáticos, não foi observada diferença na 

atividade da catalase entre os grupos (p = 0,8426) (Fig 6D). No entanto, o grupo HL 

apresentou menor atividade de SOD em relação ao grupo controle (p = 0,0225) (Fig 

6E) e GST (p = 0,0095) (Fig 8F). O grupo HL e HLω3 apresentaram níveis mais 

baixos quando comparado ao grupo controle de GSH (p˂0,0001) (Fig 6G) e GSSG 

(p˂0,0001) (Fig 6H) e o grupo HLω3 apresentou maiores níveis quando comparado 

ao grupo HL. Em relação à relação GSH/GSSG, os grupos HL e HLW3 

apresentaram valores menores quando comparados ao grupo controle (p=0,0011) 

(Fig 6I). 

 Aos 300 dias, o grupo HL apresentou níveis mais elevados de MDA (p = 

0,0003) (Fig 6J) e de carbonila (p = 0,0177) (Fig 6K) quando comparado aos demais 

grupos . Níveis mais altos de sulfidrila foram encontrados no grupo HLω3 quando 

comparado ao grupo controle (p = 0,0219) (Fig 6L). Quanto aos sistemas 

enzimáticos, não foi observada diferença na atividade da catalase entre os grupos (p 

= 0,6786) (Fig 6M). No entanto, o grupo HL  apresentou menor atividade de SOD em 

relação ao grupo HLω3 (p = 0,0281) (Fig 6N) e GST comparado ao demais grupos 

(p = 0,0046)  (Fig 6O). Em relação aos níveis de GSH (p = 0,8869) (Fig 6P) e GSSG 

(p = 0,1833) (Fig 6Q) e razão GSH/GSSG, não foi encontarada diferença 

significativa (p=0,5041) (Fig 6R). 
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Figure 6. Avaliação do estresse oxidativo e da resposta antioxidante do fígado de ratos 
submetidos à dieta Controle, HL ou HLω3 durante a gestação e lactação aos 90 e 300 dias de 
vida. Níveis de MDA (gráfico A e J), carbonila (gráfico B e K ) sulfidrilas (gráfico C e L) e atividade 
enzimática antioxidante de catalase (gráfico D e M), SOD (gráfico E e N), GST (gráfico F e O), níveis 
de GSH (gráfico G e P), GSSG (gráfico H e Q) e razão  GSH/GSSG (gráfico I e R),  do fígado de 
ratos, com idade de 90 dias. Os ratos foram submetidos durante a gestação e lactação a dieta C, 
controle (19% lipídios) ou HL, hiperlipídica (rica em ácidos graxos saturados - 33% lipídios), ou HLω3, 
hiperlipídica (rica em ácidos graxos saturados - 33% lipídios) enriquecida com ômega-3, de acordo 
com o grupo experimental. As barras brancas representam o grupo controle, as barras pretas o grupo 
HL e as barras cinza o grupo HLω3. Os gráficos foram expressos como média ± EPM, após o teste 
ANOVA one-way e pós-teste de Bonferroni (* p˂0,05 vs. C, # p˂0,05 vs. HL; n = 5 - 6). 
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6.8 AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO GÊNICA POR  RT-PCR QUANTITATIVO  

(qRT-PCR) DO FÍGADO AOS 90 E 300 DIAS DE VIDA 

 A prole HL e HLω3 aos 90 dias apresentaram uma dimunuição da expressão 

de SOD1 (p < 0,0001) (Fig 7A) e SOD2 (p = 0,0414) (Fig 7B) comparado ao grupo 

controle, mas o grupo HLω3 apresentou maior expressão de SOD2 quando 

comparado ao HL. Em relação aos marcadores inflamatórios, houve um aumento da 

expressão de TNF-α (Fig 7C) (p = 0,0016) na prole HL quando comparado aos 

demais grupos e uma dimininuição de IL-1β (Fig 7D) (p = 0,0212) na prole HLω3 

comparado ao HL. 

 Aos 300 dias não foram encontradas diferenças nas expressões das enzimas 

antioxidantes SOD1 (Fig 7E) (p > 0,05) e SOD2 (Fig 7F) (p > 0,05). Na comparação 

dos marcadores inflamatórios, não houve diferença na expressão de TNF-α (Fig 7G) 

entre os grupos, mas houve um aumento na expressão de IL-1β (Fig 7H) (p = 

0,0099) no grupo HL em relação ao controle. 

 
Figura 7. Avaliação da expressão gênica por RT-PCR quantitativo em tempo real (qRT-PCR) do 
fígado de ratos submetidos à dieta Controle, HL ou HLω3 durante a gestação e lactação aos 90 
e 300 dias de vida. Expressão gênica de SOD1 (gráficos A e E), SOD2 (gráficos B e F), TNF-α 
(gráficos C e G) e IL-1β (gráficos D e H) do fígado de ratos, com idade de 90 e 300 dias. Os ratos 
foram submetidos durante a gestação e lactação a dieta C, controle (19% lipídios) ou HL, hiperlipídica 
(rica em ácidos graxos saturados - 33% lipídios), ou HLω3, hiperlipídica (rica em ácidos graxos 
saturados - 33% lipídios) enriquecida com ômega-3, de acordo com o grupo experimental. As barras 
brancas representam o grupo controle, as barras pretas o grupo HL e as barras cinza o grupo HLω3. 
Os gráficos foram expressos como média ± EPM, após o teste ANOVA one-way e pós-teste de 
Bonferroni (* p˂0,05 vs. C, # p˂0,05 vs. HL; n = 5). 
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300 dias de vida 
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6.9 AVALIAÇÃO DOS PARAMETROS VENTILATÓRIOS BASAIS 

 

 Os parâmetros respiratórios basais da prole foram analisados no 1º, 7º, 14º, 

21º, 30º, 90º e 300º dia de vida em relação à frequência respiratória (FR), obtendo-

se também os valores de volume corrente (VT) e ventilação pulmonar (VE). No 1º 

dia de vida, o grupo HL apresentou maiores valores de FR em relação aos demais 

grupos (p = 0,03) (Fig. 8A). No 7º dia, o grupo HLω3 teve um FR menor quando 

comparado ao grupo HL (p <0,001) (Fig. 8B). No 14º dia, o grupo HL apresentou 

valores de FR aumentados em comparação com o grupo controle (p = 0,007) (Fig. 

8C). No entanto, não foram encontradas diferenças no FR entre os grupos no 21º dia 

(p = 0,42) (Fig. 8D), 30º (p = 0,09) (Fig. 8E), 90º (p = 0,07) (Fig. 8F) e 300º (p = 0,38) 

(Fig. 8G) dia de vida. 
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Figura 8. Avaliação da frequência respiratória no 1º, 7º, 14º, 21º, 30º e 90º e 300º dia de vida de 
proles cujas mães foram submetidas às dietas controle, HL e HLω3 durante a gestação e 
lactação. As ratas foram submetidas durante a gestação e lactação a dieta controle (19% lipídios), C, 
ou hiperlipídica (rica em ácidos graxos saturados - 33% lipídios), HL, ou hiperlipídica (rica em ácidos 
graxos saturados - 33% lipídios) enriquecida com ômega-3, HLω3, de acordo com o grupo 
experimental. As barras brancas representam o grupo controle, as barras pretas o grupo HL e as 
barras cinza o grupo HLω3. Os gráficos foram expressos como média ± EPM, após o teste ANOVA 
one-way e pós-teste de Bonferroni (* p˂0,05 vs. C, # p˂0,05 vs. HL; n = 12-17). 
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 Em relação à análise de VT, não foi encontrada diferença significativa no 1º 

(p = 0,09) (Fig. 9A) e 7º (p = 0,50) (Fig. 9B) dia de vida. No 14º dia, o grupo HLω3 

apresentou um menor VT quando comparado ao HL (p = 0,007) (Fig. 9C). Além 

disso, nenhuma diferença foi encontrada no 21º (p = 0,13) (Fig. 9D), 30º (p = 0,08) 

(Fig. 9E), 90º (p = 0,61) (Fig. 9F) e 300º (p = 0,34) (Fig. 9G) dia de vida. 
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Figura 9. Avaliação da ventilação corrente no 1º, 7º, 14º, 21º, 30º e 90º e 300º dia de vida de 
proles cujas mães foram submetidas às dietas controle, HL e HLω3 durante a gestação e 
lactação. As ratas foram submetidas durante a gestação e lactação a dieta controle (19% lipídios), C, 
ou hiperlipídica (rica em ácidos graxos saturados - 33% lipídios), HL, ou hiperlipídica (rica em ácidos 
graxos saturados - 33% lipídios) enriquecida com ômega-3, HLω3, de acordo com o grupo 
experimental. As barras brancas representam o grupo controle, as barras pretas o grupo HL e as 
barras cinza o grupo HLω3. Os gráficos foram expressos como média ± EPM, após o teste ANOVA 
one-way e pós-teste de Bonferroni (* p˂0,05 vs. C, # p˂0,05 vs. HL; n = 12-17). 
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 Na análise do VE, não foram encontradas diferenças entre os grupos do 1º 

(p = 0,21) (Fig. 10A) e 7º (p = 0,42) (Fig. 10B) dia de vida. No 14º dia de vida, 

menores valores de VE foram observados no grupo HLω3 quando comparado ao HL 

(p = 0,001) (Fig. 10C). Da mesma forma, no dia 21º o HLω3 também apresentou 

valores mais baixos quando comparado ao grupo HL (p = 0,04) (Fig. 10D). Não 

foram encontradas diferenças entre os grupos nas outras idades avaliadas, ou seja, 

30º (p = 0,07) (Fig. 10E), 90º (p = 0,43) (Fig. 10F) e 300º (p = 0,88) (Fig. 10G) dia de 

vida. 
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Figura 10. Avaliação da ventilação pulmonar no 1º, 7º, 14º, 21º, 30º e 90º e 300º dia de vida de 
proles cujas mães foram submetidas às dietas controle, HL e HLω3 durante a gestação e 
lactação. As ratas foram submetidas durante a gestação e lactação a dieta controle, C (19% lipídios) 
ou hiperlipídica, HL (rica em ácidos graxos saturados - 33% lipídios) ou hiperlipídica (rica em ácidos 
graxos saturados - 33% lipídios) enriquecida com ômega-3, HLω3, de acordo com o grupo 
experimental. As barras brancas representam o grupo controle, as barras pretas o grupo HL e as 
barras cinza o grupo HLω3. Os gráficos foram expressos como média ± EPM, após o teste ANOVA 
one-way e pós-teste de Bonferroni (* p˂0,05 vs. C, # p˂0,05 vs. HL; n = 12-17). 
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6.10 AVALIAÇÃO CARDIOVASCULAR AOS 90 E 300 DIAS DE VIDA 

 

 O grupo HL apresentou aos 90 dias de vida um aumento da pressão arterial 

sistólica (PAS) basal (p =0,0007) (Fig 11B) e PAM (p = 0,001) (Fig 11C) quando 

comparado aos demais grupos, sem alterações na FC (p = 0,144) (Fig 11D).                                                            
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Figura 11. Avaliações cardiovasculares basais da prole de ratas submetidas à dieta Controle, 
HL ou HLω3 durante a gestação e lactação aos 90 dias de vida. Traçados representativos da 
pressão arterial pulsátil basal (PAP), pressão arterial média (PAM), frequência respiratória (FR) e 
frequência cardíaca (FC) do grupo controle, HL e HLω3 (A). Valores da pressão arterial sistólica 
(PAS) (gráfico B), pressão arterial média (PAM) (gráfico C) e frequência cardíaca (FC) (gráfico D) no 
momento de repouso do grupo Controle (barras brancas), Hiperlipídico (HL, barras pretas) e 
Hiperlipídico enriquecido com ômega-3 (HLω3, barras cinzas) aos 90 dias de vida. Os gráficos foram 
expressos como média ± EPM, após o teste ANOVA one-way e pós-teste de Bonferroni (* p˂0,05 vs. 
C, # p˂0,05 vs. HL; n = 9-19). 
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 No entanto, aos 300 dias de vida, tanto o grupo HL quanto HLω3 

apresentaram aumento da PAS (p = 0,01) (Fig 12A) e aumento da PAM (p = 0,005) 

(Fig 12B). Não foi encontrada diferença na FC (p = 0,85) (Fig 12C) entre os grupos. 
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Figura 12. Avaliações cardiovasculares basais da prole de ratas submetidas à dieta Controle, 
HL ou HLω3 durante a gestação e lactação aos 300 dias de vida. Traçados representativos da 
pressão arterial pulsátil basal (PAP), pressão arterial média (PAM), frequência respiratória (FR) e 
frequência cardíaca (FC) do grupo controle, HL e HLω3 (A). Valores da pressão arterial sistólica 
(PAS) (gráfico B), pressão arterial média (PAM) (gráfico C) e frequência cardíaca (FC) (gráfico D) no 
momento de repouso do grupo Controle (barras brancas), Hiperlipídico (HL, barras pretas) e 
Hiperlipídico enriquecido com ômega-3 (HLω3, barras cinzas) aos 300 dias de vida. Os gráficos foram 
expressos como média ± EPM, após o teste ANOVA one-way e pós-teste de Bonferroni (* p˂0,05 vs. 
C, # p˂0,05 vs. HL; n = 9-19). 
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7  DISCUSSÃO  

  

 Neste estudo, os parâmetros metabólicos da prole de ratos foram avaliados 

no início da vida, após a exposição perinatal às dietas expermentais e na idade 

adulta. Demonstramos que os ratos expostos a uma dieta materna com alto teor em 

AGS enriquecida com ω-3 mostraram considerável atenuação das consequências 

metabólicas adversas até o inicio da idade adulta, no entanto não houve diferenças 

observadas posteriormente a longo prazo. 

 O consumo materno diário em gramas durante a gestação não diferiu entre os 

grupos na nossa pesquisa. Os animais geralmente apresentam redução no consumo 

de ração ao receber dieta com maior densidade calórica em regime ad libitum, pois 

tendem a consumir uma quantidade constante de calorias (CARVALHO et al., 2013). 

As dietas hiperlipídicas têm menor teor de carboidratos e maior teor de lipídios em 

comparação com a AIN-93. Isso contribuiu para a diminuição do consumo de 

carboidratos em mães alimentadas com dieta hiperlipídica enriquecida com ômega-

3, bem como contribuiu para o maior consumo de lipídios entre os dois grupos em 

relação ao controle (FERRO CAVALCANTE, T. et al., 2013). 

 Também neste estudo, as ratas prenhes alimentadas com dieta hiperlipídica 

também apresentaram maior consumo de lipídios na última semana de gestação em 

detrimento do consumo de carboidratos. Na avaliação do consumo alimentar das 

proles, foi observada menor ingestão alimentar na prole HL. Porém, alguns estudos 

encontraram maior consumo alimentar na prole de ratas submetidas à dieta HL 

durante a gestação e lactação. Animais submetidos à dieta HL podem apresentar 

uma alteração na sinalização das vias de saciedade com maior consumo calórico 

por meio da alimentação, mesmo após a ingestão de leite materno (DESAI et al., 

2014; KOJIMA, S., CATAVERO, C. e RINAMAN, L., 2016). No entanto, também é 

relatado que os animais que receberam dieta HL durante a prenhez apresentam 

menor ingestão alimentar em comparação com aqueles que receberam uma dieta 

normolipídica. Foi encontrada uma redução de 30% no consumo de dieta HL com 

maior teor de gordura saturada quando comparada à dieta padrão (CARVALHO et 

al., 2013). O aumento da densidade calórica da dieta reduz a ingestão alimentar, 
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pois na dieta ad libitum os animais consomem uma quantidade constante de calorias 

(LLOPIS et al., 2014). 

  Em concordância com um estudo anterior, o grupo HL apresentou aumento 

do peso corporal quando comparado ao C (KOJIMA, SAYURI, CATAVERO, 

CHRISTINA e RINAMAN, LINDA, 2016). Da mesma forma, o grupo HLω3 

apresentou maior peso que o C na maioria das idades avaliadas. Tomados em 

conjunto, esses achados sugerem que o aumento do consumo materno de ômega-3 

durante a gestação não foi capaz de atenuar o aumento de peso corporal no início 

da vida das proles alimentadas com dieta rica em ácidos graxos saturados. Isso 

pode ser devido ao efeito soprepujante dos ácidos graxos saturados, que foram 

relatados como associados ao aumento da massa corporal na prole (MENNITTI et 

al., 2015). No início da vida, o grupo HL mostrou circunferência abdominal maior do 

que o C. Foi proposto que o consumo materno de dieta rica em ácidos graxos 

saturados leva ao aumento da gordura visceral na prole (VOLPATO et al., 2012). No 

entanto, a partir do 7º dia de vida, o grupo HLω3 apresentou circunferência 

abdominal semelhante aos ratos do grupo controle nas idades avaliadas. Também 

foi demonstrado em animais que a suplementação materna de DHA durante a 

gestação e lactação reduz o tecido adiposo visceral e subcutâneo, que está 

associado ao risco de desenvolvimento de obesidade (BAGLEY et al., 2013). 

  Nossos dados corroboram com outros estudos que utilizaram dieta 

hiperlipídica durante a gestação e lactação e encontraram alterações metabólicas, 

como hipertrigliceridemia, aumento dos níveis de colesterol total e LDL-c  (VIDAL-

SANTOS et al., 2017). Estudos têm demonstrado que o ômega-3 pode melhorar o 

perfil lipídico por meio da redução dos níveis de triglicerídeos, colesterol total e 

fração LDL-C (WADDELL, ZULKAFLI e MARK, 2013). A expressão de PPAR através 

de ômega-3 é acompanhada por supressão de SREBP (sterol regulatory element-

binding proteins), inibindo a lipogênese com redução na expressão de ácido graxo 

sintetase (fatty acid synthase, FAS) e acetil CoA carboxilase (acetyl CoA carboxylase 

, ACC), e consequentemente promovendo a diminuição nos níveis séricos de ácidos 

graxos, triacilgliceróis e VLDL (KHAIRE, KALE e JOSHI, 2015). Também reduz a 

expressão de enzimas envolvidas na síntese de colesterol e na síntese de 

triglicerídeos hepáticos, como fosfatase de ácido fosfatídico e diacilglicerol 

aciltransferase e aumento da expressão de lipase de lipoproteína para capturar 
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triglicerídeos circulantes de lipoproteína: VLDL e quilomícrons (BACKES et al., 

2016). Esses estudos podem justificar os melhores parâmetros lipídicos observados 

no grupo HLω3. 

 O consumo de dieta rica em gorduras saturadas aumenta a expressão 

gênica de Scd1 (stearoyl-CoA desaturase1) e FadS2 (fatty acid desaturase 2) que 

sinalizam vias adipogênicas no fígado (LEIKIN-FRENKEL et al., 2015), além de 

induzir e / ou agravar a lesão hepática com consequente aumento dos níveis 

plasmáticos das transaminases (KAI et al., 2017; TAIN et al., 2017). Isso pode 

explicar os altos níveis de ALT no HL aos 22 dias de idade. Em contraste, a ingestão 

de ômega-3 reduz os níveis de transaminases, principalmente ALT em indivíduos 

com doença hepática gordurosa não alcoólica (HE et al., 2016; YU, YUAN e WANG, 

2017). 

 Porém, em nosso estudo aos 300 dias de vida, não foi encontrado melhora 

no perfil lipídico e nos níveis de transaminases hepáticas no grupo HLω3, quando 

comparado ao grupo HL. Uma disfunção do tecido adiposo é verificada com o 

envelhecimento, os mecanismos ainda não estão claros, mas a inflamação tem um 

papel importante. A inflamação sistêmica de baixo grau é comumente observada no 

envelhecimento, com aumento de citocinas pró-inflamatórias, como o TNF-alfa, 

capaz de levar à supressão da diferenciação dos adipócitos (LIO et al., 2002; 

BARTLETT et al., 2012). Uma diminuição é encontrada na atividade da CCAAT / 

enhancer binding protein α (C/EBPα) e do PPAR-γ que são responsáveis pelos 

processos de diferenciação e maturação de pré-adipócitos em adipócitos (WU et al., 

1999; ZUO, QIANG e FARMER, 2006) e aumento de supressores adipogênicos 

C/EBP-β-LIP e CHOP (C/EBP- Homologous Protein) (KARAGIANNIDES et al., 2001; 

KARAGIANNIDES et al., 2006). Como já visto anteriormente, o PPAR-γ também 

participa do metabolismo de lipídios (KHAIRE, KALE e JOSHI, 2015). Esses estudos 

podem justificar a sobreposição dos efeitos dos AGS sobre o enriquecimento de 

ômega-3 no perfil bioquímico lipídico do grupo HLω3 aos 300 dias de idade, 

sugerindo que o enriquecimento com ômega-3 foi capaz de atenuar os efeitos dos 

AGS até os 90 dias, não sendo capaz de atenuar em longo prazo, com o 

envelhecimento, como visto aos 300 dias de idade desses animais. 

 Neste estudo, o grupo HL apresentou maiores níveis de glicemia de jejum 

aos 22 e 90 dias. Além de seu papel hipolipemiante, a ingestão de ômega-3 está 
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associada ao aumento da sensibilidade à insulina, reduzida com a idade, conforme 

observado na prole de ratos (SARDINHA et al., 2012). Estudos encontraram na prole 

de ratos adultos de mães que receberam dieta rica em ômega-3 um aumento no 

número de ilhotas pancreáticas, sem alterar o volume do pâncreas (SIEMELINK et 

al., 2002).  

 A progressão da DM passa por estágios intermediários, desde alteração da 

glicemia de jejum e intolerância à glicose, e esses estágios são decorrentes da 

resistência à insulina associada à disfunção das células β pancreáticas. Embora não 

tenhamos encontrado diferença nos testes TTG, TTP e TSI, nosso estudo verificou 

tendência de desenvolver DM2 no grupo HL. A hiperglicemia de jejum nesses 

animais pode fornecer evidências de disfunção das células beta (DAVIES et al., 

2000). Nesse caso, é possível que em uma idade mais avançada, um 

comprometimento da tolerância à glicose, piruvato e sensibilidade à insulina possa 

ser encontrado nesses animais. Porém, aos 300 dias de vida desses animais, não 

verificamos diferença entre os grupos nestes testes, nem nos parâmetros 

bioquímicos da glicemia de jejum, sugerindo que a dieta rica em AGS utilizada neste 

estudo não foi capaz de levar ao desenvolvimento de DM2 até essa idade avaliada. 

 O aumento dos níveis de MDA e carbonilas, associado com a diminuição    

de sulfidrilas no grupo HL, pode ser uma evidência de dano oxidativo. A diminuição  

dos níveis de MDA também está envolvido com a gordura visceral, por ser um 

preditor de peroxidação lipídica (LEE et al., 2015), é considerado um indicador de 

dano celular pelo aumento de espécies reativas de oxigênio (ROS) (FRANÇA et al., 

2013). A melhor capacidade antioxidante que o grupo HLω3 apresentou em relação 

grupo HL, com normalização da atividade da SOD e GST corrobora também com o 

estudo de Ramaiyan et al. (2016) que encontraram uma melhora na atividade 

antioxidante no tecido hepático da prole de mães submetidas a dieta hiperlipídica 

enriquecida com ômega-3.  

 Esse aumento de biomarcadores do estresse oxidativo, em conjunto com a 

diminuição da expressão das enzimas antioxidantes (SOD1 e SOD2) e com o 

aumento da expressão de marcadores inflamatórios no grupo HL aos 90 dias, pode 

ser um indicativo também do desenvolvimento ou risco de esteato-hepatite não 

alcoólica (NASH). A DHGNA tem como fatores de risco níveis plasmáticos elevados 

de TGL, LDL e HDL reduzido, pressão alta e hiperglicemia em jejum (ALBERTI, 

ZIMMET e SHAW, 2005) (JUMP et al., 2015) e pode progredir a NASH, que é 
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definida como hepatoesteatose com inflamação e lesão hepática (CHALASANI et al., 

2012; GARCIA-JARAMILLO et al., 2019). O estresse oxidativo hepático também 

aumenta com a NASH (DEPNER, PHILBRICK e JUMP, 2013).  

 A NASH está associada a um grande enriquecimento do plasma e do fígado 

com AGS e depleção de PUFAs ω-3 hepáticos (DEPNER, C. M. et al., 2012; 

DEPNER, PHILBRICK e JUMP, 2013; DEPNER et al., 2013). O desenvolvimento 

desse fenótipo (NASH) foi atribuído a uma dieta rica em gordura saturada, trans , 

sacarose e colesterol (WOUTERS et al., 2008; DEPNER, C. et al., 2012; NOMURA e 

YAMANOUCHI, 2012; TERATANI et al., 2012; DEPNER, PHILBRICK e JUMP, 2013; 

WALENBERGH et al., 2013). No entanto, o aumento da expressão de SOD2 e a 

diminuição de marcadores inflamatórios no grupo HLω3 em relação ao HL, 

demonstra o efeito antioxidante e antiflamatório do ômega-3. Diversos estudos 

demonstram que dietas suplementadas com óleo de peixe, EPA ou DHA previnem 

NASH induzida por dieta rica em gordura em graus variados (DEPNER, PHILBRICK 

e JUMP, 2013; DEPNER et al., 2013; JUMP, TRIPATHY e DEPNER, 2013).  

 A inflamação sistêmica é o principal fator de NASH. A suplementação de 

dieta ocidentalizada com EPA ou DHA em camundongos não atenuou a 

endotoxinemia induzida por dieta ocidentalizada em longo prazo (DEPNER et al., 

2013). No entanto, apesar da ausência do efeito do ômega-3 em marcadores de 

inflamação sistêmica em longo prazo, como a endotoxina, as análises de expressão 

gênica sugerem que o EPA e o DHA atenuam a resposta hepática celular aos 

fatores inflamatórios plasmáticos, regulando negativamente os principais mediadores 

celulares da inflamação, como TLRs, CD14 (liga-se à endotoxina), NF-κB-p50 e 

citocinas (IL-1β) (DEPNER, PHILBRICK e JUMP, 2013; DEPNER et al., 2013). 

Esses estudos podem justificar a diminuição da expressão da IL-1β no fígado do 

grupo HLω3 que se mantém em idade mais tardia.  

 Quanto à avaliação dos parâmetros respiratórios, nas primeiras idades de 

vida (1º e 14º dias) o grupo HL apresentou aumento da frequência respiratória 

quando comparado ao controle. Porém, nas demais idades, houve normalização 

dos valores de FR do grupo HL, sem diferença entre os grupos. Vale ressaltar que 

nessas primeiras idades de vida, o sistema respiratório ainda está em processo de 

maturação, apresenta ritmo diferente do adulto, o que demonstra que a maturação 

desse sistema ocorre no período pós-natal (PATON, RAMIREZ e RICHTER, 1994), 

sugerindo que o período de lactação tem um papel importante no seu 
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desenvolvimento. É reconhecido que a desnutrição protéica materna está associada 

ao aumento da frequência respiratória entre 30 e 90 dias de vida, como mecanismo 

subjacente ao desenvolvimento da HAS (DE BRITO ALVES et al., 2014). No 

entanto, pouco se sabe sobre os efeitos da dieta rica em gordura materna neste 

processo de maturação, bem como o papel do ômega-3. 

 Semelhante ao nosso estudo, Guimarães et al. (2017) também não 

mostraram diferenças nos valores basais de frequência respiratória, volume corrente 

e ventilação pulmonar aos 90 dias de animais submetidos a dieta hiperlipídica 

durante a gestação e lactação. Porém, quando esses animais foram expostos à 

condição de hipercapnia (7% CO2), houve aumento da frequência respiratória e da 

ventilação pulmonar em resposta ao evento adverso, demonstrando maior 

sensibilização dos quimiorreceptores (GUIMARÃES et al., 2017). Enquanto isso, o 

feto pode produzir respostas adaptativas preditivas a partir dos sinais recebidos pelo 

ambiente intrauterino, como meio de proteção contra agressões ambientais, 

possibilitando sua adaptação pós-natal (KHAN et al., 2005b), o que poderia explicar 

a ausência de alterações na frequência respiratória na idade adulta.  

 É bem estabelecido que o alto consumo de dieta hiperlipídica pode causar 

inflamação sistêmica de baixo grau (DUAN, Y. et al., 2018). Paton e Waki (2009) 

sugeriram que na inflamação pode ocorrer aumento da aderência leucocitária na 

microvasculatura do tronco encefálico ou especificamente no NTS, que pode levar a 

liberação de espécies reativas de oxigênio e citocinas pró-inflamatórias pelos 

leucócitos, que alteram a atividade neuronal. A inflamação e o acúmulo de leucócitos 

nesta microvasculatura do tronco cerebral podem aumentar a resistência vascular. 

Um acúmulo de leucócitos nos capilares pode obstruir o fluxo sanguíneo, diminuir a 

perfusão sanguínea e resultar em hipóxia localizada, causando, consequentemente, 

um aumento da atividade simpática e da pressão arterial (PATON e WAKI, 2009). 

Dentro da RVLM, região geradora de atividade destinada aos neurônios motores 

pré-ganglionares simpáticos, há neurônios intrinsecamente sensíveis à hipóxia 

(WANG et al., 2001). Fornecendo um mecanismo de transdução pelo qual a baixa 

perfusão do tronco encefálico resulta em excitação simpática para tentar assegurar 

uma perfusão adequada (PATON e WAKI, 2009). Esses estudos podem justificar 

nossos resultados de aumento da pressão arterial no grupo HL aos 90 dias e tanto 

no HL quanto no HLω3 aos 300 dias de vida. Semelhante ao nosso estudo, Vidal et 
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al. (2017) também encontraram aumento da pressão arterial na prole de mães que 

receberam dieta hiperlipídica durante a gestação e lactação. 

 Porém, em nosso estudo, aos 90 dias de vida o grupo HLω3 apresentou 

pressão arterial semelhante ao controle, sugerindo que o ômega-3 parece ter ação 

cardioprotetora, prevenindo o aparecimento precoce da hipertensão. Isso pode ser 

devido ao consumo adequado da relação ômega-6/ômega-3 de reduzir a formação 

de ácido araquidônico a partir do ácido linoléico, aumentando a disponibilidade de 

ácido eicosapentaenóico (EPA) e ácido docosahexaenóico (DHA) e, 

consequentemente, a formação de mediadores antiinflamatórios via COX e LOX. A 

absorção e incorporação de ácido linolênico (ALA; 18:3) em fosfolípidos de 

membrana tem também ação de inibir a utilização da via da COX e LOX no ácido 

araquidônico (ARA; 20:4), reduzindo assim a síntese de metabólitos pró-

inflamatórios: prostaglandina E2 (PGE2), o tromboxano A2 e leucotrieno B4 (KHATIB 

et al., 2016). O ácido α-linolênico (ALA; 18:3) também atua na redução de 

mediadores inflamatórios circulantes no plasma: IL-6, TNF-α e PCR (OLLIVER et al., 

2016). 

 No entanto, o risco de desenvolver doenças cardiovasculares aumenta com a 

alta distribuição adiposa visceral, que tende a ocorrer com o envelhecimento 

(PARARASA, BAILEY e GRIFFITHS, 2014). O tecido adiposo torna-se disfuncional, 

com a diferenciação de pré-adipócitos para adipócitos maduros ficando prejudicado 

(KIRKLAND et al., 2002), o que resulta em adipócitos disfuncionais menos capazes 

de armazenar gordura e ocorre subsequente redistribuição de gordura para locais 

ectópicos (SLAWIK e VIDAL-PUIG, 2006). Além do aumento da adiposidade 

ectópica, a função prejudicada do tecido adiposo pode causar aumento dos ácidos 

graxos livres sistêmicos (AGLs) (PARARASA, BAILEY e GRIFFITHS, 2014), uma 

característica comum de muitos distúrbios metabólicos (PILZ et al., 2006; SAMUEL, 

PETERSEN e SHULMAN, 2010). Os ácidos graxos saturados podem ser 

considerados os mais prejudiciais dos AGLs, sendo capazes de induzir resistência à 

insulina e o desenvolvimento de aterosclerose por meio de mediadores lipídicos 

como ceramidas e diacilgliceróis.  A elevação dos AGLs, em particular ácidos graxos 

saturados, pode ser um fator determinante para o aumento da resistência à insulina, 

risco de doença cardiovascular e inflamação em adultos idosos (PARARASA, 

BAILEY e GRIFFITHS, 2014). Esses estudos podem justificar o aumento da pressão 

arterial apresentado também no grupo HLω3 em idade mais tardia. 
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8  CONSIDERAÇÕES FINAIS 

  

 Assim, o presente estudo demonstra que o enriquecimento de ômega-3 em 

dieta materna hiperlipídica rica em AGS é capaz de prevenir o aparecimento precoce 

de doenças cardiometabólicas na prole. O consumo materno de dieta hiperlipídica 

enriquecida com ômega-3 preveniu a dislipidemia, prejuízos murinométricos a curto 

prazo e conduziu uma melhor resposta antioxidante enzimática e menor expressão 

gênica de marcadores inflamatórios no fígado da prole. Além disso, o 

enriquecimento com ômega-3 mitigou os efeitos deletérios da dieta rica em ácidos 

graxos saturados sobre os parâmetros ventilatórios durante o período de maturação 

da rede neural e o desenvolvimento da instalação precoce da HAS na prole adulta.  

 Em geral, os benefícios cardiometabólicos do ômega-3 foram a curto prazo e 

insuficientes para contraprogramar as consequências adversas da dieta materna 

hiperlipidica rica em AGS a longo prazo. Então, nosso estudo sugere que o ômega-3 

pode servir como estratégia de prevenção primária para doenças cardiometabólicas, 

mas não a única. Portanto, mais estudos são necessários para avaliar os 

mecanismos relacionados às alterações cardiometabólicas causadas pelo consumo 

de dieta hiperlipídica materna, bem como o papel do ômega-3 durante o período 

perinatal. Uma compreensão completa desses mecanismos e do papel do ômega-3 

pode contribuir com o desenvolvimento de estratégias terapêuticas não 

farmacológicas e políticas governamentais para melhorar a saúde pública. Como a 

implementação de políticas públicas que visem a disponibilização e o fácil acesso do 

ômega-3, a exemplo da suplementação gestacional. Essas podem configurar como 

possíveis estratégias na prevenção e controle de doenças cardiometabólicas na 

população. 
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APÊNDICE A - TÉCNICAS DESENVOLVIDAS NA REALIZAÇÃO DO 

DOUTORADO SANDUÍCHE 

 

Projeto: CAPES-COFECUB 

Local: Université Claude Bernrd Lyon-1 (FRANÇA et al.). Laboratoire de recherche 

en Cardiovasculaire, Métabolisme, diabétologie et Nutrition (CarMeN). 

Período: Dezembro 2021 – Abril 2022 

Supervisora: Prof. Dr. Béatrice Morio 

 

Tratamento com Betaína e Glicina 

Hipóteses:  
 A restauração da circulação dos níveis de betaína e glicina melhoram a 

sensibilidade hepática à insulina e esteatose através das MAMs 

(Mitochondria-Associated Membranes). 

 Proteínas chaves que regulam a integridade das MAMs são reguladas por 

modificações epigenéticas. 

Objetivo:  

 Avaliar in vitro o tratamento da glicina e betaína na resposta à insulina através 

da fosforilação da AKT e nas MAMs por meio dos pontos de contato entre 

VDAC e IP3R1. 

 
Tratamento com ATR-101 

Hipótese: 

 O ATR-101 inibe a SOAT1 (sterol O-acyltransferase 1), uma enzima 

localizada na membrana do retículo endoplasmático que catalisa a 

esterificação do colesterol livre intracelular e que faz parte da estrututura das 

MAMs. Diminuindo desta maneira, a sensibilidade à insulina, com redução da 

fosforilação da AKT. 

Objetivo: 

 Avaliar in vitro o tratamento do ATR-101 na resposta à insulina através da 

fosforilação da AKT e nas MAMs por meio dos pontos de contato entre VDAC 

e IP3R1. 
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Técnicas: 

1.Cultura celular: 

 Os experimentos foram realizados em células de carcinoma hepatocelular 

HuH7. Esta linha celular foi estabelecida por Nakabayshi em 1982 (Nakbayaski H. et 

al., 1982). As células foram cultivadas em meio de Eagle modificado por Dulbecco 

(DMEM, PAA Laboratories) contendo 1g/L de glicose (5,5 mM) a 37°C e em uma 

atmosfera úmida com 5% de CO2. O DMEM foi suplementado com 2mM de 

glutamina, 2mM de antibiótico/antimicótico e 10% de soro fetal de vitela (FBS), 

constituindo o meio padrão. Células em crescimento exponencial (cerca de 80% 

confluentes) foram usadas para todos os experimentos. Para isso, aproximadamente 

0,5x106 células foram semeadas em frasco de 75cm2, 2x105 em placas de 6 poços 

(9,6cm2/poço), 0,8x105 e 5x104 nas placas de cultura de fundo de vidro para geração 

de imagens (MatTek Corporation®). Em todas as experiências, as células foram 

primeiro cultivadas durante 24 horas em meio padrão antes de qualquer tratamento 

ser iniciado.  

Tratamento com Betaína e Glicina:  

 As células foram incubadas por 18h em meio de cultura com BSA (200μM) ou 

Palmitato (200μM). Em cada condição, as células foram tratadas com betaína  

(5mM) e glicina (5mM). Foi realizada a depleção em FBS (soro fisiológico humano) 

de 3h e após a estimulação à insulina (100nM) durante 15 minutos. Os experimentos 

foram realizados em triplicata para cada condição. 

Tratamento com ATR-101: 

 As células foram tratadas por 24h com DMSO ou ATR-101 (8 μM). Foi feita a 

depleção em FBS (soro fisiológico humano) de 3h e após a estimulação à insulina 

(100nM) durante 15 minutos. Os experimentos foram realizados em triplicata para 

cada condição. 

2. Expressão de proteínas 

Extração e dosagem de proteínas:  

 As proteínas das células HuH7 foram extraídas em mistura Ripa+ (1% de 

desoxicolato de sódio, 0,1% SDS, 1% NP-40, em PBS suplementado imediatamente 
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antes da extração com 1mM DTT, 5mM EDTA, 20mM NaF, 1mM Na3VO4 e Inibidor 

de Protease 1X (1/1000)). Após incubação por 30 min em gelo, as amostras foram 

centrifugadas (15 min, 13.000 rpm, 4°C) e os sobrenadantes foram recuperados. A 

concentração de proteína foi avaliada usando o método de Bradford (Amersham 11 

Biosciences). A densidade óptica foi medida com um espectrofotômetro a 595nm 

(MultiskanGO, ThermoScientific©). 

Mensuração da expressão de proteína por Western Blot:  

 Pouco antes do estágio de migração, a solução de tampão Laemmli 6x (Tris 

HCL 1M pH 7,4, Glycreol, SDS10%, β Mercapto, BBP) foi adicionada a 10µg de 

proteína que foi então termicamente desnaturada (10 min a 75°C). As amostras de 

proteína foram depositadas nos respectivos poços de géis de 

acrilamida/bisacrilamida a 10%. Os géis foram transferidos em membranas por 

transferência semi-seca usando o equipamento TransBlot Turbo Blotting (BioRad). 

Em seguida, as membranas foram bloqueadas em BSA 4% por 2 horas à 

temperatura ambiente e incubadas durante a noite com o anticorpo primário 

específico. No dia seguinte, as membranas foram lavadas (tampão de lavagem: 10% 

TBS 1x, 0,3% Tween20) e incubadas por 2 horas com o anticorpo secundário. O 

sinal da membrana foi detectado utilizando a solução Luminata Classico 

(LuminataTM) e o equipamento ChemiDoc Cam (Biorad). Finalmente o sinal foi 

quantificado usando o software ImageLab (Biorad). 

Tratamento com Betaína e Glicina: 

 

 

 

BA - Basal; BET - Betaína 
GLI - Glicina; PAL- Palmitato 
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Tratamento com ATR-101: 

 

 

Duolink in situ Proximity Ligation Assay:  

 Resumidamente, usamos o Duolink in situ PLA para detectar, visualizar e 

quantificar a interação proteica entre VDAC1 e IP3R1. Os anticorpos primários 

reconhecem proteínas e os anticorpos secundários exibem um pequeno pedaço 

terminal de DNA complementar (PLUS e MINUS). Quando duas proteínas estão em 

contato próximo (<40nm), a ligação e amplificação do DNA dos anticorpos ocorre 

criando um sinal de ponto fluorescente vermelho detectável por microscopia. O PLA 

in situ Duolink foi realizado de acordo com o protocolo do fabricante (Duolink® 

Fluorescence Protocol II, Olink Bioscience). As células HuH7 foram lavadas com 

PBS, fixadas com formaldeído a 10% (10 min à temperatura ambiente, sob 

agitação). A reação foi interrompida com glicina 1M e as células foram lavadas com 

glicina 100mM. Em seguida, as células foram permeabilizadas com triton 0,1% (15 

min à temperatura ambiente, sob agitação) e saturadas com uma solução comercial 

de PBS-BSA (1%) (1 h a 37°C).  

 Em seguida, as células foram incubadas overnight a 4°C com uma mistura 

binária de anticorpos primários anti-IP3R1 (diluição 1/500, Coelho, sc-28614) e 

VDAC1 (diluição 1/500, Rato, ab14734). A partir daí, todas as reações foram 

realizadas usando produtos químicos fornecidos pelo kit PLA. Após várias lavagens 

com TBS-Tween 0,3%, as células foram incubadas (1h a 37°C) com o anticorpo 

secundário complementar (Rabbit PLUS e Mouse MINUS) acoplado a um 

fluorocromo (Alexa Fluor), diluído em um diluente de anticorpo (1:5 ). Em seguida, 

foram aplicadas sucessivamente “solução de ligação (1:5)” com ligase (1:40) e 
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“solução de amplificação estoque” (1:5) com polimerase (1:80). Outra série de 

lavagem foi realizada usando SSC 1x (cloreto de sódio 0,15M, citrato de sódio 

0,015M) e SSC 0,01x. As células foram então montadas com meio de montagem 

Duolink contendo DAPI. Os sinais de pontos de fluorescência foram quantificados 

usando o software BlobFinder (centro de análise de imagens, Universidade de 

Uppsala). Os resultados foram expressos em número de pontos por núcleo. 

Imagem de fluorescência:  

 Todas as imagens foram adquiridas por microscopia de fluorescência inversa 

(Zeiss®, com equipamento ApoTome e programa Axio Vision). Um mínimo de 10 

imagens foram tomadas para cada condição. 

Tratamento com Betaína e Glicina 

 

 

 

 

Imagem de fluorescência PLA (VDAC1- IP3R1) 

 

 

 

* vs BSA Basal, # BSA Betaína, & BSA Glicina 
 $ vs PLA Basal, + vs PAL Basal 
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Tratamento com ATR-101 

 

Imagem de fluorescência PLA (VDAC1- IP3R1) 
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APÊNDICE B – PAPER 1 
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APÊNDICE C – PAPER 2 
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APÊNDICE D – PAPER 3 
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APÊNDICE E – PAPER 4 
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ANEXO A - APROVAÇÃO DA CEUA 

  

Universidade Federal de Pernambuco  

Centro de Biociências  

  

    Av. Prof. Nelson Chaves, s/n  
 50670-420 / Recife – PE –Brasil  

    Fones: (55 81) 2126 8840|2126 8351            
                    fax: (55 81) 2126 8350  

                    www.ccb.ufpe.br 
                                      

Recife, 09 de agosto de 2017.  

Ofício nº 67/17 

Da Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da UFPE 
Para: Prof. João Henrique da Costa Silva 
Centro Acadêmico de Vitória 
Universidade Federal de Pernambuco  
Processo nº 23076.049500/2016-37 

 

Certificamos que a proposta intitulada “Efeitos da suplementação de ômega-3 sobre 

os parâmetros ventilatórios, de pressão arterial, composição corporal e 

metabolismo na prole de machos de ratas submetidoas à dieta hiperlipídica durante 

o período perinatal”, registrada com o nº 23076.049500/2016-37 sob a responsabilidade 

de Prof. João Henrique da Costa Silva que envolve a produção, manutenção ou 

utilização de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), 

para fins de pesquisa científica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da 

Lei nº 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto nº 6.899, de 15 de julho de 2009, e 

com as normas editadas pelo CONSELHO NACIONAL DE CONTROLE DE 

EXPERIMENTAÇÃO ANIMAL (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSÃO DE ÉTICA NO 

USO DE ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO (UFPE), 

em reunião de 07/06/2017. 

Finalidade () Ensino (X) Pesquisa Científica 

Vigência da autorização Até 08/2019 

Espécie/ linhagem/raça Ratos isogênicos/Wistar 

Nº de animais 32 

Peso/Idade 200-250g / 90 dias 

Sexo 9 machos e 18 fêmeas 

Origem Bioterio do departamento de Fisiologia e 
Farmacologia – CB/UFPE. 

 

Atenciosamente,  


