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RESUMO

A ingestdo de Dieta Hiperlipidica durante a gestacdo e lactacdo tem sido
associada ao aumento do risco de desenvolvimento de distirbios metabdlicos
na prole adulta. Investigamos se o enriquecimento com 6mega-3 a dieta
hiperlipidica é capaz de atenuar as alteracbes metabdlicas e o aumento de
marcadores inflamatorios resultantes do consumo da mesma. As ratas Wistar
foram alimentadas com dieta controle (C: 19% de lipidios e razdo w6:w3 =
12,66), HL (HL: 33% lipidios e razdo w6:w3 = 21,22) ou HL enriquecida com
0mega-3 (HLw3: 33% de lipidios e razdo w6:w3 = 9,45) durante a gestagao e
lactacéo e seus filhotes machos foram avaliados no 1°, 7°, 14°, 21°, 30°, 90° e
300° dia de vida. Foram avaliados o consumo alimentar da prole, medidas
murinomeétricas e estresse oxidativo e marcadores inflamatérios no figado. A
comparacao 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
1° dia de vida. Ambos os grupos HL e HLw3 apresentaram maior PC no 7° e
14° dia. Quanto a circunferéncia abdominal (CA), o HL e HLw3 apresentaram
maior CA no 1° dia. No entanto, a partir do 7° dia, o HLw3 apresentou CA
semelhante ao C nas idades avaliadas. O HL apresentou dislipidemia e
hiperglicemia no 22° e 90° dia e o HLw3 apresentou menores valores no perfil
lipidico e glicémico. O HLw3 apresentou niveis 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. O grupo HLw3 exibiu uma melhor resposta
antioxidante e menor expressao génica de marcadores inflamatérios no figado.
Em geral, nosso estudo demonstra que o consumo de dieta materna HL
enriquecida com O6mega-3 € capaz de atenuar ou prevenir prejuizos
metabdlicos induzidos pela dieta hiperlipidica até o inicio da idade adulta, mas

nao em idades mais tardias.

Palavras-chave: plasticidade fenotipica; dieta hiperlipidica; &acido alfa-

linolénico; marcadores inflamatoérios.



ABSTRACT

The intake of a high-fat diet during pregnancy and lactation has been
associated with an increased risk of developing metabolic disorders in adult
offspring. We investigated whether enriching a high-fat diet with omega-3 is
capable of attenuating the metabolic changes and the increase in inflammatory
markers resulting from its consumption. Wistar rats were fed a control diet (C:
19% lipids and w6:w3 ratio = 12.66), HL (HL: 33% lipids and w6:w3 ratio =
21.22) or HL enriched with omega-3 (HLw3: 33% lipids and w6:w3 ratio = 9.45)
during gestation and lactation and their male offspring were evaluated on the
1st, 7th, 14th, 21st, 30th, 90th and 300th day of life. The food consumption of
the offspring, murinometric measurements and oxidative stress and
inflammatory markers in the liver were evaluated. The groups were compared
through one-way ANOVA and p<0.05 was considered significant. The HL group
had higher body weight (BW) on the 1st day of life. Both HL and HLw3 groups
presented higher WC on the 7th and 14th day. Regarding abdominal
circumference (AC), HL and HLw3 presented higher AC on the 1st day.
However, from the 7th day onwards, HLw3 presented AC similar to C at the
ages evaluated. HL presented dyslipidemia and hyperglycemia on the 22nd and
90th day and HLw3 presented lower values in the lipid and glycemic profile.
HLw3 presented lower ALT levels at 22 days of age, when compared to HL. At
the age of 30 days, only HL presented higher LDL value. The HLw3 group
exhibited a better antioxidant response and lower gene expression of
inflammatory markers in the liver. Overall, our study demonstrates that
consumption of a maternal HL diet enriched with omega-3 is capable of
attenuating or preventing metabolic impairments induced by a high-fat diet until

early adulthood, but not at later ages.

Keywords: phenotypic plasticity; high-fat diet; alpha-linolenic acid;

inflammatory marke.
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1 INTRODUCAO

No inicio do desenvolvimento, que inclui a gestacdo e a amamentacao, o
organismo em desenvolvimento é extremamente suscetivel as influéncias do meio
ambiente (Capra et al., 2013). A literatura académica enfatiza essas etapas como
etapas cruciais do desenvolvimento (Capra et al., 2013). Nesse contexto, a teoria
das Origens Desenvolvimentistas da Saude e Doenca (Developmental Origins of
Health and Disease - DOHaD) prop8e que os estimulos recebidos nas fases iniciais
da vida influenciam o desenvolvimento de érgdos e sistemas, impactando a saude
ao longo de toda a vida (Barker, 2007). Sendo assim, a nutricdo materna tem um
papel crucial na saude fetal e no crescimento neonatal. A composicao e a variedade
dos nutrientes consumidos durante a gravidez impactam diretamente na formacéo e
no desenvolvimento do feto, afetando tanto na saude ao nascer quanto no seu

desenvolvimento futuro.

Dietas com alta densidade energética, mas deficientes em micronutrientes,
sdo um padrao alimentar predominante no Ocidente (Rizzello et al., 2019). No Brasil,
informacdes da Pesquisa de Orcamento Familiar (POF) apontam para um estilo de
vida marcado pelo elevado consumo de carnes e produtos industrializados. Isso leva
a uma alimentacao rica em gorduras saturadas e trans, acucares simples, sodicos e
aditivos alimentares, mas pobre em fibras e micronutrientes (Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica, 2019). Pesquisas evidenciam que o consumo de uma dieta
hiperlipidica em fases criticas da vida, como gestacao e lactacdo, esta associado a
um maior risco de desenvolvimento de obesidade (Desai et al., 2020), DM2
(Murabayashi et al., 2013), HAS (Guberman et al., 2013) e sindrome metabdlica
(Desai et al., 2014) na prole. E visto que uma dieta materna com alto teor de
gorduras pode aumentar os niveis de acidos graxos livres (AGL) na circulacao,
promovendo a ativacdo de vias inflamatérias e elevando o risco de inflamacéao

cronica na prole (Gruber et al., 2015).

Estudos sugerem que o consumo adequado de nutrientes cruciais, como
proteinas, vitaminas, minerais e acidos graxos 6mega-3, durante a gestagdo, pode

diminuir o risco de complica¢cées neonatais, como parto antecipado, baixo peso ao
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nascer e malformacdes congénitas (Amaral, 2024). Outros estudos realizados por
Howie et al. (2012) sugerem que o estado nutricional durante a gravidez e a
amamentacao tem um papel crucial na determinacdo do fenotipo metabdlico da
prole. A nutricdo da mée antes e durante a gravidez afeta a saude do bebé tanto a
curto quanto a longo prazo. Desse modo, para um crescimento fetal saudavel, é
crucial que o organismo em desenvolvimento obtenha os nutrientes necesséarios em

detalhes especificos durante o processo de maturacao (Delbaere K, 2010).

Nosso estudo prop0s verificar se ratos provenientes de maes que consumiram
dieta hiperlipidica enriquecida com ©0mega-3 durante a gestacdo e lactacdo,
apresentam uma diminuicdo dos niveis de biomarcadores do estresse oxidativo no
tecido hepatico, como o malondialdeido (MDA), quando comparado ao grupo
submetido a dieta materna hiperlipidica, sem enriquecimento com 0Omega-3.
Considerando que o estresse oxidativo e a sinalizagdo de vias inflamatorias estéo
intimamente inter-relacionados (Morgan e Liu, 2011), também buscamos validar se o
enriquecimento com Omega-3 demonstra melhorar a capacidade antioxidante,
prejudicada pela dieta com alto teor de acidos graxos saturados, com aumento dos
niveis de enzimas antioxidantes, a superoxido dismutase (SOD) e a glutationa S-
transferase (GST) (Birben et al., 2012), pressupondo que o enriquecimento com w-3
de dieta hiperlipidica, na propor¢cdo adequada, sera capaz de reverter ou minimizar
0os danos ocasionados pelo alto consumo materno de acidos graxos saturados,
atuando como um modulador positivo, reduzindo o estresse oxidativo e promovendo
a homeostase redox no figado, mesmo em condi¢cbes de ingestdo elevada de

lipidios.

Dessa forma, compreender os impactos da dieta materna na salude da prole é
fundamental para elucidar os mecanismos que associam a nutricdo precoce as
alteracdes metabdlicas futuras. O presente estudo contribui para esse entendimento
ao investigar o potencial efeito modulador do 6mega-3 sobre o estresse oxidativo
induzido por uma dieta hiperlipidica materna. Os achados poderdo fornecer
embasamento para estratégias nutricionais gue minimizem os danos associados ao
consumo excessivo de lipidios durante a gestacdo e lactacdo, promovendo melhores

desfechos metabdlicos ao longo da vida.



2 OBJETIVOS
2.1 Geral

Investigar se o enriquecimento de 6mega-3 em dieta hiperlipidica de ratas
oferece beneficios dietéticos potenciais no figado da prole.

2.2 Especificos

¢ Avaliar a atividade das enzimas antioxidantes no figado de ratos
submetidos a uma dieta hiperlipidica enriquecida com 6mega-3 em
comparacao com ratos em uma dieta hiperlipidica padrao.

¢ Determinar os niveis de biomarcadores de estresse oxidativo, no tecido
hepético de ratos alimentados com a dieta experimental em comparacao
com os controles.

¢ Analisar os efeitos do enriquecimento de dmega-3 em dieta hiperlipidica
na expressdo g@énica de enzimas antioxidantes e marcadores
inflamatdrios no figado dos ratos.

18



3 JUSTIFICATIVA

O aumento da incidéncia de disturbios metabdlicos, como obesidade e
diabetes tipo 2, esta diretamente relacionado ao padréo alimentar ocidental,
caracterizado pelo consumo excessivo de gorduras saturadas e acguUcares
refinados (Geraldo et al., 2008). No Brasil, mais da metade da populacdo adulta
apresenta excesso de peso, e cerca de 20% sao obesos (IBGE, 2020),
evidenciando a necessidade de estratégias preventivas. O figado, por ser
central no metabolismo energético, € um dos 6rgdos mais afetados por dietas
hiperlipidicas, sendo o estresse oxidativo um dos principais mecanismos
envolvidos no desenvolvimento de disfun¢cdes metabdlicas hepaticas (Birben et
al., 2012).

Nesse contexto, a suplementagcdo com dmega-3 tem sido proposta como
uma estratégia promissora devido as suas propriedades anti-inflamatorias e
antioxidantes (Calder, 2017). No entanto, ha lacunas na compreenséo do seu
papel na programacdo metabdlica fetal. Nosso estudo investiga se o
enriquecimento da dieta materna hiperlipidica com 6mega-3 pode modular o
estresse oxidativo hepatico na prole, avaliando biomarcadores como
malondialdeido (MDA), superéxido dismutase (SOD) e glutationa S-transferase
(GST). Diferente de estudos que analisam apenas dietas hiperlipidicas ou a
suplementacao isolada de 6mega-3, este trabalho explora sua interacdo no
periodo perinatal, buscando embasamento para estratégias nutricionais

preventivas na saude materno-infantil.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1. Ambiente perinatal, nutricdo e plasticidade fenotipica

Fendtipos adaptados a ambientes especificos se desenvolvem como
variantes influenciadas por fatores ambientais (Ehrenreich & Pfennig, 2016; Kelly,
2019; Schlichting & Wund, 2014; Schneider & Meyer, 2017; West-Eberhard, 2003).
Esses estudos demonstram que certos eventos ambientais, particularmente aqueles
gue ocorrem nos primeiros anos de vida, estao frequentemente ligados a mudancas

epigenéticas que podem ser transmitidas para a proxima geracao.

A epigenética refere-se a modificacdes que sao reversiveis e que podem ser
hereditarias, afetando a expressdo dos genes sem alterar a sequéncia do DNA
(acido desoxirribonucleico) (Berger et al., 2009). Essas alteracbes ocorrem por trés
mecanismos principais: a metilacdo do DNA, que adiciona grupos metila as citosinas,
geralmente silenciando genes; as modificacbes das histonas, que alteram a
compactacdo do DNA e regulam sua acessibilidade a transcricdo; e os RNAs néo
codificantes, como os microRNAs, que controlam a traducdo do mRNA e a producao
de proteinas (Allis & Jenuwein, 2016). Essas modificacbes podem ser influenciadas
por fatores ambientais, como dieta e estresse, e impactar a saude ao longo das

geracOes (Feil & Fraga, 2012).

Com o desenvolvimento de ferramentas e tecnologias epigenéticas, tem-se
buscado compreender os mecanismos epigenéticos que estdo por trds das
perturbacdes metabdlicas e da inflamacédo cronica associadas a obesidade induzida
pela dieta (Yoon et al.,, 2017). Assim, torna-se evidente a forte conexdo entre
condi¢cBes ambientais desfavoraveis na infancia e o surgimento de doencas cronicas,
resultado de adaptacGes metabolicas precoces (Silveira et al., 2007). Considerando
gue o ambiente pode afetar o desenvolvimento do fendtipo, surge a ideia de
plasticidade fenotipica. Esta pode ser definida como a habilidade do genétipo de
produzir multiplas variacbes de morfologia, estado fisiolégico e comportamento em

resposta as condi¢cdes ambientais (West-Eberhard, 1989).

A fase fetal é mais vulneravel & ocorréncia de mudancgas epigenéticas, que

podem afetar a expressdo génica celular e tecidual, o dismorfismo sexual e a
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propensdo para distarbios e enfermidades durante a vida (West-Eberhard, 1986 |,
2005; Bogdarina et al., 2007). A respeito dos principais fatores ambientais que
condicionam 0s eventos epigenéticos estdo a alimentacdo, a atividade fisica e a
exposicdo a xenobiodticos (Christian; Stewart, 2010; Tiffon, 2018).

No que diz respeito ao impacto nutricional, como evidéncias cientificas
indicam que excessos ou faltas de nutrientes podem alterar os padrdes epigenéticos,
levando a uma futura alteragdo no funcionamento do organismo (FRONTERA;
OCHALA, 2015; KELEHER et al., 2018b). Um estudo experimental em animais com
intervencdo dietética materna evidencia repercussfes fisiolégicas em seus

descendentes (Da Silva Aragao et al., 2022)

Esta tematica vem sendo estudada desde Lucas (1991), que identificou a
presenca da programacgao metabolica. Posteriormente, surgiram a teoria do fendétipo
poupador, proposta por Hales e Barker (1992), e a teoria da Inducéo, descrita por
Batson (2001). Em 2003, MaryJane West-Eberhard publicou um livro que
fundamenta o conceito de plasticidade fenotipica. J& em 2004, a teoria das Origens
Desenvolvimentistas da Saude e Doenca (DOHabD) foi estabelecida por Gluckman e
Hanson. Mais recentemente, Jonathan Wells (2010) introduziu o conceito de capital
materno ou razdo carga-capacidade metabdlica, enfatizando a influéncia das
condi¢cBes maternas na saude da prole (Fernandez-Twinn; Ozanne, 2010; Osmond;
Barker, 2000).

Segundo o modelo proposto por Wells, os fendtipos possuem tanto a
capacidade metabdlica, que representa a diversidade estrutural e funcional adquirida
durante a vida fetal e a infancia, quanto a carga metabdlica, que corresponde as
demandas impostas ao organismo. Um insulto nutricional durante a gestacdo e/ou
lactacdo pode comprometer a capacidade metabdlica da prole, resultando em
disfuncdo metabdlica, seja dérgdo-especifica ou sistémica. Se, posteriormente, a
prole for exposta a um ambiente de sobrecarga metabdlica, como dietas
hipercaloricas, excesso de macronutrientes, sedentarismo ou estresse, a razao entre
carga metabdlica e capacidade metabdlica se eleva, indicando um descompasso
entre demanda e eficiéncia metabdlica. Quando essa razdo se torna excessiva, 0

organismo enfrenta dificuldades para manter a homeostase, aumentando o risco de
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desenvolver doencas metabdlicas (Wells, 2011).

4.2. Dieta hiperlipidica materna e seus efeitos sobreo

metabolismo e crescimento da prole

Fatores nutricionais, como a presenca de obesidade materna e ingestdo a
High-Fat Diet (HFD, “dieta rica em gordura” em tradugéo livre) durante a gravidez
e/ou lactacdo, predispdem a prole ao aumento de adiposidade, obesidade,
diminuicdo no percentual de massa magra e niveis aumentados de triglicerideos,
corticosterona, insulina e glicose, além de hipertensdo, sendo potenciais fatores de
risco para a instalacdo de sindrome metabdlica na vida adulta (Desai et al., 2014).
Contudo, a exposicdo precoce a uma alimentacdo rica em gorduras,
independentemente do historico familiar de obesidade, leva ao ganho de peso e as

alteracdes no padréo alimentar.

Ha uma tendéncia maior ao consumo de alimentos solidos antes mesmo do
desmame, sem reducao do consumo de leite materno, demonstrando um padréo de
hiperfagia que se mantém na vida adulta mesmo ap0s uma transicdo para a
alimentacdo convencional (Kojima et al., 2016). E conhecido que estimulos
alimentares, como a alimentacdo, podem exercer efeitos duradouros na saude, como
na expressdo de varios genes por interagir com mecanismos epigenéticos que
alteram a conformacdo da cromatina e a acessibilidade dos fatores de transcricao
(Gallou-Kabani et al., 2005).

Segundo Chaves et al. (2020), a exposi¢cdo materna a uma dieta hiperlipidica
durante a gravidez e a amamentacdo esta associada ao ganho de peso, mudancas
no desenvolvimento do corpo e ao acumulo de gordura nos filhos. Varios estudos
experimentais demonstram o efeito de dietas hiperlipidicas com diferentes
composic¢des na dieta materna, causando interrup¢cdes no crescimento somatico dos
filhotes e afetando o metabolismo durante a vida adulta (Chaves et al., 2020). Além
disso, o consumo materno de dieta hiperlipidica € conhecido por aumentar o risco de
hipercolesterolemia na prole, levando ao aumento da morbidade e mortalidade
(Kislal; Shook; Edlow, 2020; Blay, 2021).
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Diversos estudos também tém explorado os impactos da dieta hipercalorica
no fendtipo muscular (Bayol; Simbi; Stickland, 2005; Mikovic et al., 2020; Oliveira et
al., 2018). Uma pesquisa realizada com ratos demonstrou que a prole de ratas
submetidas a uma alimentacéo rica em gorduras durante a gestacdo e lactacéo
apresentou uma reducédo de 25% na area transversal do muasculo, além de cerca de
20% menos fibras musculares em comparacao aos filhotes do grupo controle (Bayol;
Simbi; Stickland, 2005). Além disso, nesses mesmos animais, verificou-se um
acumulo de lipidios na regido intramuscular, bem como um aumento no peso do
tecido adiposo (Bayol; Simbi; Stickland, 2005).

Um estudo de McCurdy e colaboradores evidenciou que um dieta materna
hiperlipidica durante a gravidez resultou em aumento de acumulo de lipidios
hepaticos fetais, estresse oxidativo e apoptose em um modelo primata ndo humano
de obesidade materna (McCurdy et al, 2009).). Além disso, Heerwagen e
colaboradores mostraram que fetos de méaes obesas, que consumiram dieta
hiperlipidica, tiveram maior deposicdo de TG no figado fetal do que fetos de maes
magras. Oben et al (2010) mostraram que a prole de maes obesas durante a
gestacédo e lactacdo apresentou maior conteudo de triglicérides no figado, aumento
de enzimas hepaticas sinalizadoras de dano hepatico e liberacdo de substancias

indutoras de fibrogénese hepatica.

As vias metabdlicas que levam ao desenvolvimento da esteatose hepatica sao
multiplas, incluindo aumento da liberacdo de acidos graxos nao esterificados do
tecido adiposo (lipdlise), aumento da sintese de acidos graxos de novo (lipogénese)
e diminuicdo da beta-oxidacdo (Heerwagen,2013). De forma complementar, Zheng e
colaboradores (2014) (Zheng et al., 2014) relataram que a alimentacdo rica em
gorduras durante a pré-gestacao, gravidez e amamentacdo modificou a expressao
de genes ligados as sinteses de acidos graxos, B-oxidacdo de acidos graxos e a
sinalizacdo do receptor alfa ativado por proliferadores de peroxissoma (PPARa),
desencadeando a obesidade, intolerancia a glicose, hipercolesterolemia e esteatose

hepatica na prole F1 recém-desmamada.

Ashino e colaboradores (2012) (Ashino et al., 2012) demonstraram que a dieta

hiperlipidica durante estes periodos do desenvolvimento foi capaz de desregular o
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metabolismo hepético de glicose e lipideos, promovendo a resisténcia molecular a
insulina, deposicao ectopica de lipideos no figado e aumento da massa corporal na
prole adulta F1, independente da dieta controle pds-natal. Nesse cenario, 0 consumo
materno de HFD também é conhecido por aumentar o risco de hipercolesterolemia
na prole, levando ao aumento da morbidade e mortalidade (Kislal; Shook; Edlow,
2020; Blay, 2021). Assim, pode-se dizer que a dieta hiperlipidica materna esta
associada ao ganho de peso, a hipertensédo e as complicagbes cardiovasculares na
prole (Zinkhan et al., 2018)

4.3. Dieta hiperlipidica e seu impacto sobre o estresse oxidativo

O impacto de intervencdes maternas com diferentes composicoes de dietas
hiperlipidicas sobre os parametros de crescimento somatico dos filhotes e do
metabolismo na vida adulta é evidenciado por muitos estudos experimentais (Chaves
et al.,, 2020; Curi et al., 2021; Fernandes et al., 2021). Essas pesquisas revelam
achados relacionados a disturbios metabdlicos relevantes, incluindo elevacédo do
estresse oxidativo, alteracbes na funcdo tireoidiana, diabetes, doencas
cardiovasculares, acumulo de gordura no figado e obesidade (Cardenas-Perez et al.,
2018; Chung et al., 2021; Ito et al., 2016).

A instalacdo do processo de estresse oxidativo decorre da existéncia de um
desequilibrio entre compostos oxidantes e antioxidantes, em favor da geracéo
excessiva de espécies reativas (Fig x) ou em detrimento da velocidade de remocéao
desses, decorrente de um sistema antioxidante. Tal processo conduz a oxidacéo de
biomoléculas com consequente perda de suas funcdes bioldgicas e/ou desequilibrio
homeostatico, cuja manifestacdo € o dano oxidativo em células e tecidos (Halliwell
B,2005). Os radicais livres, que sdo atomos, moléculas que possuem um ou mais
elétrons desemparelhados na sua 6érbita externa, tém alta instabilidade e por isso
podem se associar com atomos isolados (hidrogénio ou ions metalicos), ou, ainda,
com moléculas (agUcares, proteinas, lipideos, DNA), o que resulta em um processo

de relevancia bioldgica (Slater, 1984; Halliwell, 1987).
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Figural.- Representacdo do balango no estresse oxidativo

ESTRESSE OXIDATIVO

Sistema

Antioxidante Espécies

reativas

Fonte: Autora,2025

Os radicais livres mais conhecidos séo: radical hidroxila (OH- ), &nion radical
superoxido (O2 - ), metais de transicdo como ferro e cobre, 6xido nitrico (NO3 - )
(Pruchniak et al., 2015) e peroxinitrito (ONOO- ) (Betteridge, 2000). Nosso organismo
possui um sistema de defesa antioxidante complexo e integrado para retardar ou
inibir a oxidacdo de maneira eficaz (Barbosa et al., 2010). Esse sistema classifica-se
em enzimatico e ndo enzimatico, deste fazem parte as vitaminas A, C, E, o beta
caroteno e a glutationa reduzida (Birben et al., 2012). No presente estudo, é
detalhado o sistema de defesa enzimatico, constituido pela superoxido dismutase
(SOD), catalase, glutationa S-Transferase (Betteridge, 2000; Barbosa et al., 2010).

A SOD presente no citosol (acoplada ao cobre e zinco) e na mitocondria
(contendo manganés) atua na dismutacao do radical anion superoéxido a peroxido de
hidrogénio (H202) e oxigénio (O2). Embora o peréxido de hidrogénio seja uma
molécula mais estavel, a mesma pode atravessar a membrana plasmatica das
células, reagindo com metais de transicdo como ferro e cobre, reacdes conhecidas
como Fenton e HaberWeiss, originando como um dos produtos o radical hidroxila,
contra o qual o organismo néo disp8e de mecanismos de defesa. Para impedir que
reacdes assim ocorram, o organismo lanca mao de dois sistemas de defesa para
decompor o peroxido de hidrogénio: o da glutationa peroxidase presente no citosol e

na mitocondria e o da catalase presente nos peroxissomos.

A glutationa peroxidase neutraliza o peroxido de hidrogénio pela oxidacdo da

glutationa (GSH) e a catalase converte esse produto em oxigénio e agua (Betteridge,
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2000; Birben et al., 2012). J4 a glutationa S-transferase (GST) participa da inativagdo
de metabdlitos secundéarios como aldeidos insaturados, peroxidos e hidroxiperoxidos
(Birben et al., 2012), realizando a conjugacao desses compostos com a glutationa.
Esse processo de conjugacdo torna os metabdlitos mais sollveis em &gua,
facilitando sua eliminacdo do organismo e prevenindo danos celulares causados por

espécies reativas de oxigénio (ROS) e outros intermediérios toxicos.

Os radicais livres ja foram relacionados a varias doencas humanas o que
mostra qudo grande é o dano oxidativo causado por eles (Halliwell & Gutteridge,
1985). O estresse oxidativo tem sido associado a uma variedade de doencas tais
como, aterosclerose (Nigris et al, 2003), cancer (Abdi & Ali, 1999; Gatti et al, 2004),
doencas neurolégicas (Hayashi et al, 2002; Esposito et al, 2002) e também leséo
muscular induzida por exercicio fisico intenso (Sacheck & Blumberg, 2001).

O estresse oxidativo pode ser mensurado, através dos produtos finais das
reacdes de peroxidacao lipidica, oxidacdo de proteinas e oxidacdo do DNA
(Betteridge, 2000). A medida de biomarcadores do estresse oxidativo e sistema
antioxidante pode ser realizada através da medicdo da atividade enzimatica
(superoxido dismutase - SOD, catalase, glutationa peroxidase - GSH-Px e glutationa
redutase - GSH-Rd) e/ou a concentracao de tripeptideos (glutationa reduzida- GSH)
e aldeidos (malondialdeido - MDA) e o estresse oxidativo, por dosagens de GSSG
(forma oxidada da glutationa) e/ou pelo calculo da razdo GSH/GSSG. A razao entre
a glutationa reduzida e oxidada (GSH/GSSG) € um importante parametro do
estresse oxidativo. A proporcédo alta de GSH/GSSG protege a célula contra danos
oxidativos, o rompimento dessa razado leva a ativacdo de fatores de transcricdo
sensitivos redox, como NF-kB, que atua na resposta inflamatéria e esta relacionado
com o desenvolvimento de alteracdes metabdlicas e cardiorrespiratérias (Birben et
al., 2012).

4.4. Influéncia da dieta hiperlipidica sobre a inflamacdo e alteracbes
metabdlicas

A inflamacdo cronica resultante do acumulo excessivo de gordura corporal,
especialmente da obesidade visceral, desempenha um papel crucial no
desenvolvimento da resisténcia periférica a insulina, condicdo que precede o
diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e a Sindrome Metabdlica (Kanda et al., 2006;
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Weisberg et al., 2006). A resisténcia periférica a insulina esta parcialmente
associada ao aumento da producao de citocinas pré-inflamatérias, como o TNF-a e a
IL-6, que interferem na via de sinalizagédo da insulina. O TNF-a, por exemplo, impede
a ativacao do substrato do receptor de insulina (IRS-1) ao inibir sua fosforilacdo em

tirosina.

Além disso, outros mediadores inflamatérios contribuem para essa inibicao
por meio da ativacdo cronica de proteinas como a Jun N-terminal quinase (JNK), a
proteina quinase C (PKC) e a quinase inibidora do IKB (IKK) (Kanda et al., 2006;
Weisberg et al., 2006). A inflamacéo € identificada em diversos tecidos de animais
geneticamente e dietéticamente obesos (Zhou, Urso e Jadeja, 2020). Existe uma
ideia crescente de que os acidos graxos saturados de cadeia longa (AGS-CL)
podem modificar a composicao corporal. Os acidos graxos saturados promovem o
crescimento das células M1 (macrofagos que possuem atividade pro-inflamatoria),
enquanto os insaturados sdo considerados para o0 aumento das células M2

(macrofagos que possuem atividade anti-inflamatoria) no tecido adiposo.

Durante o desenvolvimento da obesidade e do aumento dos adipdcitos,
ocorre a infiltracdo de macrofagos no tecido adiposo de macréfagos pro-inflamatorios
M1 e subconjuntos de células T (Pirola e Ferraz, 2017). Atualmente, os macréfagos
presentes no tecido adiposo sdo vistos como uma das principais causas da
inflamacé&o cronica de baixa intensidade ligada a obesidade (Wellen,2005), por meio
da secrecdo de uma variedade de moléculas inflamatérias, incluindo o fator de
necrose tumoral-a (TNF-a) ,a interleucina-6 (IL-6), a proteina quimioatraente de
mondcitos-1 (MCP-1) e o inibidor do ativador do plasminogénio-1 (Suganami,
Nishida e Ogawa, 2005). Sendo assim, a inflamac&o crbnica de baixo grau esta
relacionada com surgimento de diversas doencas relacionadas a obesidade, como
resisténcia a insulina, diabetes, doencas cardiovasculares e doenca hepatica
gordurosa néo alcodlica (DHGNA) (Zhou, Urso e Jadeja, 2020).

A DHGNA é caracterizada pelo excesso de gordura no figado, também
conhecida como hepatoesteatose (Angulo e Lindor, 2002). Esta enfermidade pode
ser identificada através de exames de imagem, podendo ou ndo estar ligada a

alteracbes necroinflamatérias e fibrose (esteatoepatite) identificadas pela bidpsia
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hepatica, podendo progredir para cirrose e carcinoma hepatocelular. Ocorre em
pessoas sem um historico significativo de consumo de &lcool, sem outras doencas
hepéticas que podem causar esteatose e geralmente esta ligada a sindrome
metabdlica (Sociedade Brasileira de Hepatologia (SBH),2015). A DHGNA representa

a expressao hepatica da sindrome metabdlica.

A sindrome metabdlica (SM) caracteriza-se pela presenca de trés fatores:
pela resisténcia a insulina, pela presenca de fatores de risco para doencas
cardiovasculares e diabetes melito tipo 2 (DM2) (Ceballos,2007), como a obesidade,
altos niveis de TGs e colesterol LDL, diminuicdo do colesterol HDL, pressao arterial
elevada e hiperglicemia em jejum (Zimmet, 2005). Durante a gravidez e
amamentacao, o consumo de uma dieta rica em lipidios esta associado a mudancas
no perfil metabdlico, como hiperglicemia, hipertrigliceridemia, aumento dos niveis de

LDL e diminuig&o dos niveis de HDL (Vidal-Santos et al., 2017).

4.5. Omega-3: beneficios para a satude

O 6mega-3 € um grupo de acidos graxos poli-insaturados essenciais para 0
organismo humano, que desempenham um papel fundamental em varias funcdes
fisiologicas. Existem trés tipos principais de acidos graxos 6mega-3: acido alfa-
linolénico (ALA), encontrado principalmente em fontes vegetais como sementes de
chia e linhaca; acido eicosapentaenoico (EPA), que € encontrado em peixes
gordurosos como salmdo e sardinha; e acido docosahexaenoico (DHA), que é

predominante em peixes de agua fria e no 6leo de algas (Berman et al., 2013).

Estudos cientificos demonstram que o consumo adequado de 6mega-3 pode
ter efeitos benéficos significativos na prevencao e tratamento de diversas condicfes
de saude. Entre os efeitos mais bem documentados, destaca-se a reducédo do risco
cardiovascular, com evidéncias apontando que o 6mega-3 ajuda a reduzir os niveis
de triglicerideos, melhora a funcdo endotelial e diminui a presséo arterial (Geleijnse
et al., 2016). Além disso, o dmega-3 tem sido associado a reducao da inflamacéo
cronica, um fator chave no desenvolvimento de doencas como diabetes tipo 2, artrite
reumatoide e varias doencas neurodegenerativas (Calder, 2015).

No contexto da saude cerebral, o DHA, em particular, é crucial para o

desenvolvimento e manutencdo das fun¢des cognitivas, além de desempenhar um
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papel importante na protecao contra doencas neurodegenerativas, como Alzheimer e
deméncia (Yamamoto et al., 2015). A ingestdo de 6mega-3 também tem sido
investigada por seu impacto na saude mental, com alguns estudos sugerindo que
esses acidos graxos podem reduzir os sintomas de depressdo e ansiedade
(Freeman et al., 2006).

Embora os beneficios do 6mega-3 sejam amplamente reconhecidos, a
recomendacdo de ingestdo diaria varia conforme a necessidade de cada individuo,
sendo geralmente sugerido o consumo de pelo menos 500 mg/dia de EPA e DHA
combinados, o que pode ser obtido através de uma dieta rica em peixes ou
suplementos (Buckland et al., 2015). A suplementacdo pode ser especialmente
importante para individuos que nao consomem peixe regularmente ou que
apresentam condicdes especificas de saude que se beneficiam da ingestao adicional

desses acidos graxos.

4.6. Omega (w)-3 como estratégia nutricional em dietas

hiperlipidicas

A ingestdo de gorduras durante a gestacdo tem um impacto sobre seu
desfecho e durante a gestacao e lactacdo modula o crescimento, desenvolvimento e
saude dos filhos. Embora a gravidez seja um periodo que representa um aumento
da demanda energética, ndo ha evidéncias que apoiem uma ingestdo dietética de
lipidios diferente, expressa em % de energia, pelas gestantes e lactantes em relacéo
as recomendacfes para mulheres que ndo estdo nas mesmas condicdes nem para
uma modificacdo dietética na composicdo de acidos graxos por gestantes e
lactantes em relacdo a ingestdo recomendada de gorduras saturadas, trans,
monoinsaturadas (Monounsaturated fatty acids ou MUFA) e poliinsaturadas
(Polyunsaturated fatty acids ou PUFA) para populacdo geral, exceto quanto ao
consumo de 6mega 3 (a-acido linolénico ou ALA) e seus derivados, em particular o
acido docosahexaendico, ou DHA, considerado um &acido graxo poliinsaturado de
cadeia muito longa (long chain polyunsaturated fatty acids ou LC-PUFA) (Koletzko et
al., 2007).

Os acidos graxos essenciais, particularmente o DHA, sdo constituintes das
membranas do tecido cerebral e da retina, promovendo maior fluidez a membrana, o

que contribui para a formacdo desses tecidos (Silva et al., 2007). Além disso,
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estudos mostram que pode haver um menor risco de nascimentos prematuros
durante a gravidez de alto risco diante da ingestdo adequada de &cidos graxos
poliinsaturados da série 6mega 3 (Akerele;Cheema, 2016).

Embora escassos, alguns estudos mostram que o consumo de uma dieta
enriqguecida com émega 3 durante o periodo perinatal reduzem a adiposidade e
melhoram a sensibilidade a insulina na prole (Korotkova et al., 2002; Sardinha et al.,
2013). Os &cidos graxos 6mega 3 podem atuar por meio da diminui¢cdo na producao
e/ou na supressdo de citocinas inflamatdrias durante a gestacdo, as quais sdo
responsaveis no inicio pela recepc¢do do embrido e implantagdo no Utero e no udltimo
trimestre pelo amadurecimento cervical e contragéo uterina, induzindo ao trabalho de
parto, o que provavelmente explica o prolongamento do tempo de gestacédo e maior
peso ao nascer (Akerele;Cheema, 2016).

As propriedades antiinflamatorias do 6mega 3 ocorre por reducdo do
metabolismo de O6mega 6 e consequente da producdo de moléculas pro-
inflamatorias, visto que 0 mesmo grupo de enzimas sao requeridas para a sintese de
moléculas proinflamatorias a partir do 6mega 6 e anti-inflamatorias a partir do 6mega
3 (Perini et al., 2010; Akerele; Cheema, 2016). A suplementacdo em gestantes de
200mg de DHA é sugerida a partir de fontes seguras tais como pescados (arenque,
atum e salmao) desde que se conheca a procedéncia desses alimentos e também
de suplementos nutricionais de algas marinhas (Nogueira-de-Almeida et al., 2014).
Em pesquisas experimentais, 0 American Institute of Nutrition preconiza por meio da
AIN-93 a oferta para roedores de 4,89 de acido linolénico (bmega 3) por quilo de
dieta formulada e 35,7 g de acido linoleico (6mega 6) durante as fase de gestacéao,
lactacdo e crescimento dos animais. J4 na fase de manutencdo de animais adultos
esses valores sdo reduzidos para 2,7 g/kg e 10,4 g/kg de dieta, respectivamente
(Reeves et al., 1993).

O consumo materno de DHA tem um papel importante no desenvolvimento do
sistema nervoso central e acuidade visual (Koletzko et al., 2007; Silva et al., 2007;
Nogueira-de Almeida et al., 2014) e nas gestacdes de alto risco foi associado a

reducéo do risco de parto prematuro (Akerele; Cheema, 2016).
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A utilizacdo de dietas enriquecidas com 6mega 3 durante a gestacdo e
lactacdo foi associada a reducdo de adiposidade, diminuicdo do tamanho do
adipdcito e diminuicdo dos niveis séricos de leptina na prole (Korotkova et al., 2002).
Além de menor adiposidade, a ingestdo de 6mega 3 também foi relacionada a
melhora da sensibilidade a insulina, a qual mostra-se diminuida com a idade na prole

de ratos machos (Sardinha et al., 2013).

Observou-se que o numero de ilhotas pancreaticas foi maior na prole de ratos
adultos submetidos a dieta rica em émega 3 no periodo perinatal, sendo prevalente
um namero de ilhotas pequenas, indicando maior neogénese. Ja o consumo de uma
dieta rica em acidos graxos saturados foi associado a uma redu¢cdo no numero de
ilhotas grandes. Apds o desmame, a plasticidade e o turnover das ilhotas e células
beta pancreaticas sdo diminuidos, o que demonstra a importancia do periodo

perinatal para o desenvolvimento do pancreas (Siemelink et al., 2002).

Em condicbes de hiperglicemia materna como no diabetes melittus, a
suplementacao de Oleo de linhaca, fonte vegetal de 6mega 3, na dieta hiperlipidica
durante a gestacao e lactacéao interferiu positivamente na morfogénese do pancreas,
com aumento no percentual de ilhas pequenas e expressao de células beta, e menor
percentual de ilhas grandes semelhante a um pancreas normal. A hiperglicemia
materna leva a hipertrofia e hiperplasia de ilhotas pancreéticas para maior producao

de insulina como mecanismo compensatorio (Correia-Santos et al., 2014).

Uma pesquisa posterior, utilizando um desenho experimental semelhante,
revelou que camundongos alimentados com uma dieta hiperlipidica e que, apos
doze semanas, passaram a receber uma dieta controle suplementada com émega 3,
em comparacdo com aqueles que receberam apenas a dieta controle sem
suplementacdo, apresentaram reducdo na expressdo do RNAm de citocinas
inflamatorias (IL-1B e TNF-a), no indice HOMA e na oxidagdo de proteinas

hepaticas.

Além disso, houve um aumento na expressdo de PPAR-a, favorecendo a B-
oxidagdo, acompanhado de uma menor expressao de SREBP-1c (Dossi et al.,

2014). De maneira semelhante, o estudo de Hirotani et al. (2015) evidenciou que a
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suplementacdo com EPA em camundongos submetidos a uma dieta hiperlipidica
contendo 32% de lipidios resultou no aumento da atividade das enzimas
antioxidantes SOD e GSH, que estavam reduzidas no grupo sem suplementacao.
Além disso, foi observada uma diminuicdo nos niveis de glicose, insulina, indice
HOMA, colesterol total, transaminases e no acumulo de colesterol e triglicerideos no

figado.

Em resumo, a ingestdo adequada de acidos graxos essenciais, como 0
Omega-3, durante a gestacdo e lactacdo, desempenha um papel fundamental no
desenvolvimento da salde metabodlica da prole, influenciando positivamente a
adiposidade, a sensibilidade a insulina e a morfogénese pancreatica. A
suplementacdo com 0Omega-3, especialmente o DHA, tem mostrado -efeitos
benéficos, incluindo a reducdo do risco de parto prematuro, melhora da funcéo
hepatica e modulacdo da inflamacéo, sendo um potencial aliado no enfrentamento
dos impactos negativos de dietas hiperlipidicas e do ambiente de sobrecarga
metabolica. Esses achados indicam a importancia de considerar a suplementacao de
Omega-3 como uma estratégia para promover a saude materno-infantil e prevenir

doencas metabdlicas ao longo da vida.



5 MATERIAIS E METODOS
4.6 ANIMAIS E DESENHO EXPERIMENTAL

Ratas albinas primiparas (n=30) da linhagem Wistar (Rattus norvegicus)
foram obtidas do biotério do Centro Académico de Vitéria, da Universidade
Federal de Pernambuco. Aos 85 a 90 dias de vida e peso corporal entre 220 e
260 g, as ratas foram colocadas para acasalamento na propor¢cédo de 1:3
(macho:fémea). A determinagdo da prenhez foi realizada a partir da
observacéo da presenca de espermatozoéides no esfregaco vaginal, definindo-
se o primeiro dia de gestacao. A partir do primeiro dia de gestacéo até o 21° dia
de lactacdo, as ratas progenitoras foram separadas e colocadas em gaiolas
individuais e alocadas aleatoriamente em suas respectivas dietas com agua e
racao ad libitum, sendo compostos 0s seguintes grupos: grupo dieta controle, C
(n=10), grupo dieta hiperlipidica com alto teor em &acidos graxos saturados, HL
(n=10); e grupo dieta hiperlipidica com alto teor em acidos graxos saturados

enriquecida com dmega-3, a partir do éleo de linhaga, HLw3 (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 as 18:00h). A prole proveniente de cada fémea foi reduzida a 8 ratos
machos por ninhada. Nos casos da ninhada ter sido composta por menos de 8
ratos machos, ratas fémeas foram utilizadas para padronizacdo 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; HLw3 n=27). A figura 1 demonstra o desenho experimental,

conforme os periodos das avaliagGes funcionais realizadas nos animais.

Os protocolos e procedimentos experimentais foram aprovados pelo
Comité de Etica de Uso Animal (CEUA) de n° 23076.049500/2016-37 (Anexo
A) e seguiram as recomendacfes do Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal (COBEA).
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Figura 2 - Desenho experimental de acordo com o periodo de avaliagdo da
prole de machos Wistar submetidos a dieta Controle (19% de lipidios), HL
(33% de lipidios) e HLw3 (33% de lipidios enriquecida com 6émega-3)
durante a gestacdo e lactacdo. Um nUmero equivalente a 30 ratas foram
colocadas para acasalar e ap6s a deteccao da prenhez foram separadas em trés
grupos de acordo com a dieta consumida (controle, HL e HLw3), sendo
submetidos a esta dieta até o desmame. Aos 21 dias de vida, as proles foram
desmamadas e receberam dieta comercial padrdo Presence® até os 300 dias de
vida. As avalia¢Bes funcionais ocorreram no 1°, 7°, 14°, 21°, 30°, 90° e 300° dia
de vida da prole. A quantidade de animais por grupo experimental variou de 27 a
35 animais.

Prenhez Lactagao Desmame
~21 dias 21 dias

Giseiiiiiians Jsenisanasinin 4
} | L1 1 11 | | )
’ L
I T 1T 11 | [
a 1°d 7°d 14°d 21°d 0 °, 300°d
Acasalamento Detecgao 22°d  30°d
prenhez

Dieta Controle (19%) Dieta
ou HL (33%) ou HLw3 (33%+6mega3) Comercial padréao Presence®

Fonte: Autora,2025.

4.7 MANIPULACAO NUTRICIONAL

Para a manipulacdo nutricional foram definidas as seguintes dietas:
grupo controle recebeu uma dieta padrdo cuja composicdo estava de acordo
com a AIN-93 (Reeves, Nielsen e Fahey, 1993) com 19% da energia
proveniente das gorduras, 20% das proteinas e 61% dos carboidratos; o grupo
HL recebeu uma dieta com alto teor em acidos graxos saturados adaptada a
partir da composicado da dieta utilizada no estudo de Ferro Cavalcante (Ferro
Cavalcante, T. C. et al., 2013), com 33% da energia proveniente das gorduras,
20% das proteinas e 47% dos carboidratos; e o grupo HLw3 recebeu uma dieta
com alto teor em acidos graxos saturados, enriquecida com 6mega-3 com 33%
da energia proveniente das gorduras, 20% das proteinas e 47% dos
carboidratos (tabela 1). A dieta padrdo continha em torno de 3.5 quilocalorias
por grama e as dietas hiperlipidicas em torno de 4,5 quilocalorias por grama.

As dietas hiperlipidicas apresentavam maior teor de acidos graxos saturados e
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a dieta enriqguecida com 6mega-3 continha menor quantidade de 6mega 6
(tabela 2). Apés o desmame, aos 21 dias de vida, os animais receberam dieta
padrdao comercial para ratos (Presence®, Grupo Neovia, Sdo Paulo, Brasil),
formando trés grupos: prole das maes alimentadas com dieta padréo (controle),
prole das méaes alimentadas com dieta hiperlipidica com alto teor de &cidos
graxos saturados (HL) e prole das mées alimentadas com dieta hiperlipidica
com alto teor de &cidos graxos saturados enriquecida com 6mega-3 (HLw3).

Tabela 1 - Composi¢éo quanto aos ingredientes das dietas experimentais

35

) Dieta Dieta hiperlipidica
Ingrediente/qua AIN-93 G hiperlipidica enriquecida com
ntidade por Omega 3
100g de dieta

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
Caseina (>85%) 20 20 20
Goma guar - 0,5 0,5
Sacarose 10 18 18
Oleo de linhaca - - 3,5
Oleo de soja 7 7 35
Fibra (celulose) 5 0,3 0,3
Vitaminas 1 0,7 0,7
Mineral mix 35 2,5 25
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 monossaodico (12,3%) - 0,2 0,2
Cloreto de sédio - 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
% Proteinas 20,2 19,6 18,2
%Carboidratos 61 46,8 49, 4

AIN-93G de acordo com Reeves et al.,, 1993; dieta hiperlipidica adaptada de Ferro
Cavalcante et al., 2013; *Composic¢ao nutricional calculada a partir da andlise centesimal
das dietas realizada no laboratério de Bromatologia do Centro Académico de Vitoria,
Universidade Federal de Pernambuco.

Fonte: Adaptada de Ferro Cavalcante et al., 2013

Tabela 2 - Composicao percentual de acidos graxos quanto a presenca de dupla ligacdo

na cadeia carbbnica das dietas experimentais
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Composicdo percentual dos acidos graxos Dietas

Acidos graxos AIN-93G Hiperlipidica Hiperlipidica
com émega 3

Saturados
Acido octanoico (C8:0) 0 0 0
Acido decanoico (C10:0) 0 0,85 0,74
Acido laurico (C12:0) 0 1,16 1,15
Acido miristico (C14:0) 0 4,22 4,37
Acido pentadecanoato
(C15:0) 0 0,47 0
Acido palmitico (C16:0) 11,97 22,78 21,73
Acido heptadecanoato
(C17:0) 0 0 0
Acido estearico (C18:0) 4,62 7,53 8,07
Acido araquidico(C20:0) 0,36 0 0
Acido behénico(C22:0) 0,37 0 0
Total 17,32 37,01 36,06
Monoinsaturados
Acido miristoleico (C14:1) 0 0,46 0
Acido palmitoleico (C16:1) 0 0,95 0,87
Acido heptadecanoico
(C17:1) 0 0 0
Acido oleico (C18:1) 29,93 28,32 38,47
Total 29,93 29,73 39,34
Poli-insaturados
Acido linolénico (C18:3) 3,89 1,64 2,32
Acido linoleico (C18:2) 48,87 31,63 22,28
Total 52,76 33,27 24,6
Omega 3 (g/100g) 0,27 0,27 0,4
Omega 6 (g/100g) 3,42 5,73 3,78
Razdo dmega 6:3 12,66 21,22 9,45

Os acidos graxos foram identificados segundo padrao externo (FAME Supelco™ mix C4-C24,
Bellefonte, PA, USA) e o percentual (%) calculado conforme normalizacao das &reas dos picos
pelo método de cromatografia gasosa no Laboratério de Fitoquimicos e procesos do Centro
de Tecnologias e Estratégias do Nordeste. A partir da determinac@o percentual de acido
linolénico (dmega 3) e linoléico (bmega 6) foram calculadas as quantidades (g/100g de dieta)
desses acidos graxos e obteve se a razao de dmega 6 / 3. A nomenclatura dos acidos graxos
seguiu a classificacdo determinada pela | Diretriz sobre o consumo de gorduras e saude
cardiovascular (Santos et al., 2013).

Fonte: Silva et al., 2019

4.8 CONSUMO ALIMENTAR DA PROLE

O consumo de racdo foi avaliado em dias alternados no inicio do
periodo claro (as oito horas da manhd), pela diferenca entre a quantidade
ofertada e a sobra da gaiola. Foi utilizado para a pesagem da ragdo, uma
balangca semianalitica com capacidade maxima de 5.000g e sensibilidade de
0,19 (GEHAKA®, Sao Paulo, Brasil). Os filhotes foram acompanhados desde o



desmame (aos 22 dias) até os 300 dias de vida. A partir da avaliagdo do
consumo alimentar e do ganho ponderal por meio da afericdo da massa
corporal foi calculado o coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA) segundo a
equacdo: CEA = ganho de peso no periodo avaliado/consumo alimentar no
mesmo periodo. A quantidade de calorias consumidas bem como de
macronutrientes foi obtida a partir da composicdo centesimal das dietas
utilizadas.

4.9 MEDIDAS MURINOMETRICAS

Foram realizadas as medicbes murinométricas de peso corporal,
comprimento naso-anal e circunferéncia abdominal no 1°, 7°, 14°, 21°, 30°, 90°
e 300° dia de vida. Apés obtencédo das medidas, foi calculado o indice de Lee
no 90° e 300° dia de vida a partir da relagdo entre a raiz cubica do peso
corporal e o comprimento naso-anal do animal. As medi¢cOes foram realizadas
de acordo com o estudo de Novelli (Novelli et al., 2007).

4.10 AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO NO FIGADO

O estresse oxidativo foi avaliado no tecido hepatico dos ratos, a partir de
biomarcadores de estresse oxidativo como malondialdeido (MDA), carbonilas,
sulfidrila; avaliagdo de enzimas antioxidantes: catalase, superoxido dismutase e
glutationa transferase e a avaliacdo do sistema antioxidante ndo enzimatico
através da concentracdo de GSH, GSSG e razdo GSH / GSSG. Aos 90 e 300
dias, cinco animais de cada grupo foram sacrificados por guilhotina apds jejum
de 6 horas no periodo claro (6h as 12h) para coleta do figado. Uma aliquota de
aproximadamente 1 g do orgao foi armazenada em Eppendorf a -80°C até o
preparo da amostra. As analises de estresse oxidativo foram realizadas no
Laboratério de bioquimica geral, molecular e do exercicio do Centro Académico
de Vitdria, Universidade Federal de Pernambuco.

4.10.1 Preparo do homogeneizado do tecido hepatico

O tecido hepatico foi homogeneizado em tampéao de extracao (Tris base
50 mM e EDTA 1mM, pH 7,4; com adicdo de ortovanadato de s6dio 1 mM e
PMSF 2 mM). Ap6s a homogeneizacdo, as amostras foram centrifugadas a
1180xg, a 4° C, por 10 minutos e os sobrenadantes submetidos a quantificacédo
protéica.

4.10.2 Dosagem de proteina

A concentracdo de proteina foi determinada pelo método de Bradford
(BRADFORD, 1976). O principio do método baseia-se na determinacdo da
concentracdo de ligacdes peptidicas através da medida da absorbancia do
complexo proteina-corante. Este complexo absorve em comprimento de onda
de 595 nm. A absorbancia é considerada diretamente proporcional a
concentracdo de proteina na solucdo analisada, onde uma solucdo de BSA
(2mg/ml) foi utilizada como padrao.
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4.10.3 Avaliacdo dos niveis de peroxidacdao lipidica pela
metodologia da substancia Reativa ao Acido Tiobarbitarico

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 lipoperoxidacgédo, pois o acido tiobarbitlrico reage com os produtos da LPO,
entre eles o malondialdeido e outros aldeidos. Adicionou-se a uma aliquota
(300 pg proteina) do homogeneizado ao acido tricloroacético (TCA) a 30%, o
material foi centrifugado a 1180xg por 10 minutos, o sobrenadante retirado e
adicionado ao &cido tiobarbitarico a 0.73% que reage com os produtos da
lipoperoxidagdo formando um composto de coloragdo rosada. A mistura foi
incubada por 15 minutos a 100°C e em seguida resfriada, utilizada para a
medida da absorbancia a 535nm em espectrofotometro (Biochrom Libra S12
Visible, USA), utilizando cubetas de quartzo. Os resultados foram expressos
em mM/mg de proteina.

4.10.4 Medida dos niveis de oxidacao de proteinas (Carbonilas)

A avaliacdo da oxidacédo de proteinas dar-se através da reagdo com o
composto 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) descrito por Zanatta (Zanatta et al.,
2013). As proteinas (300mg) foram precipitadas em TCA a 30% seguido de
centrifugacédo a 1180g por 15 minutos, o pellet foi ressuspenso e adicionado
DNPH 10mM dissolvido em HCI 2.5 N e incubado em local livre de luz a
temperatura ambiente durante uma hora. Posteriormente, as proteinas
precipitadas em adicdo ao TCA 30% foram centrifugadas e passaram por uma
série de lavagens com tampdo contando acetato de etila e etanol, até o
precipitado ser ressuspenso em cloridrato de guanidina e levado ao
espectrofotometro (Biochrom Libra S12 Visible, USA) para leitura em um
comprimento de onda de 370nm (37°C). Os resultados foram expressos em
nmol/mg de proteina.

4.10.5 Avaliacdo do conteudo de sulfidrila-SH

O contedado de sulfidrila foi determinado a partir da reacdo com o
composto DTNB (5,5'- dithiobis (2 nitrobenzoic acid) (Ellman, 1959). A aliquota
do homogenato (300 ug de proteina) foi incubada no escuro apds a adigao de
DTNB 10mM e o volume final foi de 1 mL completado com tampéao de extracao
pH 7.4 e realizada a leitura com absorbancia (30°C) a 412nm em
espectrofotometro (Biochrom Libra S12 Visible, USA). Os resultados foram
expressos em M/mg de proteina.

4.10.6 Avaliacao da atividade enzimética da Superoxido dismutase (SOD)

A determinacédo da atividade de SOD foi feita de acordo com Misra e
Fridovich (MISRA e FRIDOVICH, 1972). O homogenato de figado (80 ug de
proteina) foi incubado no tampé&o carbonato de sdédio (0,05 %, pH 10.2, 0.1 mM
de EDTA) em banho-maria a 37°C, antes da avaliacdo da atividade enzimética.
A reacéo teve inicio pela adicdo de 20 uM de epinefrina (150 mM), em &cido
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acético (0.05 %). A absorbancia foi lida a 480nm por 3 min em
espectrofotometro (Biochrom Libra S12 Visible,USA). Os resultados foram
expressos em U/mg de proteina. Uma unidade de SOD foi definida como a
guantidade de proteina requerida para inibir a auto- oxidacdo de 1mmol de
epinefrina por minuto.

4.10.7 Avaliacdo da atividade enzimética da Catalase

A atividade da catalase foi monitorada de acordo com AEBI (1984). O
principio do ensaio é baseado na determinacdo da constante k de
decomposicdo de H>O2, que nas nossas condicdes de temperatura e pH foi
definido como 4.6 x 107. Assim, 0,3M de H20- foi adicionado a amostra (80 ug
de proteina), seguido de adicdo do tampéo fosfato 50mM, pH 7.0 a 20°C, a
absorcdo de decaimento foi monitorada por 4 min a 240nm em
espectrofotdmetro (Biochrom Libra S12 Visible, USA). Os resultados foram
expressos em U/mg de proteina (AEBI, 1984) . Uma unidade de catalase foi
definida como quantidade de proteina requerida para converter 1umol de H202
em H20 por minuto.

4.10.8 Avaliacéo da atividade enzimatica da Glutationa S-Transferase

A atividade da glutationa S- transferase € diretamente proporcional a
taxa de formacdo do composto DNP-SG (dinitro fenil S glutationa), podendo
desta forma ser medida por meio do monitoramento da taxa de formacéao do
mesmo. Em uma cubeta de quartzo de 1 mL, adicionou-se a amostra (80 g de
proteina) ao tampao fosfato (0.1M) e EDTA (1mM), GSH (1mM) e CDNB
(ImM). A absorbancia (340mm) foi registrada por um periodo de
aproximadamente 3 min com controle da temperatura (30°C), em
espectrofotometro (Biochrom Libra S12 Visible, USA). Os resultados foram
expressos em U/mg proteina. Uma unidade de atividade enzimatica da GST foi
definida como a quantidade necessaria para catalisar a formacdo de 1mmol do
composto DNP-SG por minuto (Habig, Pabst e Jakoby, 1974).

4.10.9 Quantificacdo do balanco redox (razdo GSH/GSSG)

A razdo GSH/GSSG foi avaliava através da quantificacdo dos niveis de
GSH e GSSG segundo o método de HISSIN e HILF (1976). Em tampao
0,1M fosfato contendo 5mM de EDTA (pH 8.0) foi adicionado 100 pg do
homogenato do figado e o fluorescente ortoftaldeido (1uM), e entdo incubado a
temperatura ambiente, por 15 minutos e lido em espectrofluorimetro modelo
FLUOstar Omega (BMG Labtech, USA), utilizando os comprimentos de onda
de 350nm de excitacdo e 420nm de emissdo. Para determinar os niveis de
GSSG, a amostra foi incubada com 0.04M de N-ethylmaleimide por 30 minutos,
seguido da adicdo de tamp&o NaOH a 0.1M. Quando os preparos estavam
prontos, seguindo os mesmos passos de GSH foi executado para determinar
GSSG. O estado redox foi determinado pela relagdo GSH/GSSG (Hissin e Hilf,
1976).
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5.6 ENSAIOS MOLECULARES
5.6.1 Coletados tecidos

Aos 90 e 300 dias de vida, um grupo de animais que nao passaram por
procedimentos cirdrgicos foram eutanasiados por decapitacdo para coleta do
figado para a realizagdo dos ensaios moleculares. Os presentes tecidos foram
coletados, congelados em nitrogénio liquido e imediatamente armazenados em
freezer -80°C para posterior realizacao das analises.

5.6.2 Extragcdo de mRNA

O RNA total de cada amostra (figado) foi extraido utilizando o reagente
TRIzol™ Reagent (Ambion®) e cloroférmio hidratado com dgua DEPC, seguido
de precipitacdo com isopropanol, lavagem com etanol a 70%, centrifugacéo e
ressuspensado com H>O DEPC, e posteriormente tratado com TURBODNAase
(Ambion), com o objetivo de eliminar contaminantes de DNA gendmico. A
concentragdo e qualidade do RNA total foram determinadas por
espectrofotometria usando o espectrofotdometro NanoDrop® 2000. As amostras
de RNA foram quantificadas através de espectrofotometria (I= 260 nm) e
analise em gel de agarose 1% em comparacdo com o marcador de peso
molecular 1 Kb Plus DNA Ladder? (Invitrogen).

5.6.3 Avaliacao da expresséao génica por RT-PCR quantitativo em tempo
real (QRT-PCR)

A gRT-PCR foi realizada com o kit Quantitect SYBR™ Green RT-PCR
(QIAGEN) e 100ng de RNA. Foi utilizado um controle negativo, com todos o0s
reagentes do kit, porém sem RNA, com o objetivo de verificar uma possivel
contaminacdo dos reagentes. Cada amostra foi amplificada em um
termociclador Applied Biosystems® 7500, software v.2.0.6, programado para
uma etapa de sintese de cDNA, desnaturacao a 94°C por 2 min, seguido de 40
ciclos a 94°C por 1 minuto, 55°C por 1 min e 72°C por 2 min, e uma etapa final
de 72°C por 10 min. onde foram utilizados os primers. Todas as reacdes de RT-
PCR guantitativa foram realizadas em duplicata, no sistema de PCR em tempo
real da Applied Biosystems (ABI 7500). Para cada reacéo foram usados: SYBR
Green Master mix 1X, 0,2 yM de cada primer (Forward e Reverse), 0,2 U da
enzima Transcriptase Reversa, 5 yl de cada amostra normalizada para 100 ng e
H20O para completar 25 pl de reacéo. Foi realizada a expressao génica da SOD,
IL, TNF- a.

Tabela 3. Sequéncia de primers que foi utilizado para a realiza¢ao do gRT-PCR.
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Gene Forward/ Sequence Tm  Amplicon
Reverse 5 -3 (°C) Size

Actb F CCTGACCCTGAAGTACCCCATTIG 60 205pb
R CATGGCTGGGGTGTTGAAGGTC

S0D1 F TCAAGAGAGGCATGTTGGAG 38 164pb
R CCACCTTTGCCCAAGTCATC

S0Dz2 F TCATGCAGCTGCACCACAGC 60 138pb
R CCATTGAACTTCAGTGCAGG

IL-1p F CTCTCCACCTCAATGGACAG 60 181pb
R TTGGGATCCACACTCTCCAG

TNF-u F CCAGACCCTCACACTCAGATC 58 18pb
R CTTGGTGGTTTGCTACGACG

Fonte: Autora,2025

5.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos em média + epm (erro padréo da média).
A analise de normalidade da amostra foi realizada por meio do teste de
Kolmogorov- Sminorv. A comparacéo entre os grupos foi realizada por meio do
teste ANOVA one- way, seguido do pos-teste de Bonferroni. Os dados foram
analisados no programa Graph Pad Prism (GraphPad Software Corporation,
versao 5.0, 2007). O nivel de significancia 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 eficiéncia alimentar (CEA) nos
periodos avaliados (Tabela 3). No periodo de 22 a 30 dias, o grupo HL apresentou
menor consumo em gramas, calorias e macronutrientes quando comparados ao
grupo C. Nao houve diferenca entre os grupos no valor do CEA. Na idade de 30 a
60 dias, ndo foi observada diferenca no consumo entre os grupos, porém a prole
HLw3 apresentou valores de CEA maiores que o grupo C (p<0,05), sem diferenca
na prole HL. Durante o periodo de 60 a 90, ndo foram encontradas diferencas 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 HLw3 foi maior que o HL (p<0,05).

Tabela 4. Consumo alimentar em gramas, calorias e macronutrientes e o
coeficiente de eficiéncia alimentar apés o desmame da prole de ratos submetidos
a dieta Controle (C), Hiperlipidica (HL) e Hiperlipidica enriguecida com émega-3
(HLw3) durante a gestacao e lactacéo.

Grupos

Periodo/ C HL HLw3

Nutriente M+EPM MtEPM MzEPM
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+35
Proteinas (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
Lipidios (g) 3,01+ 0,03 2,72+ 0,05 2,95 + 0,02
Coeficiente de 0,4 + 0,009 0.4 +0.01 0,4+0,01
eficiéncia alimentar

(CEA)

30 a 60 dias
Consumo (g) 727,5+95 734,9+ 16,9 7412+ 7,1
Calorias (Kcal) 2503,0+ 32,9 2528,0 + 58,0 2550,0 + 24,5
Proteinas (g) 184,624 186,5+4,3 191,5+1,8
Carboidratos (g) 396,9+5,2 400,9 £ 9,2 404,4 + 3,8
Lipidios (g) 20,1+0,3 20,3+0,4 20,5+0,2
Coeficiente de 0,2 £ 0,009 0,2 £ 0,006 0,3 + 0,009
Eficiéncia
alimentar (CEA)
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
Proteinas (g) 157,0+7,8 151,7 £ 3,6 156,1+£2,0



Carboidratos (g) 337,5+16,7 326,0 7,7 3355+4,3
Lipidios (g) 17,1+0,8 16,5+ 0,4 17,0+£0,2
Coeficiente de 0,1 +0.008 0,1+0,01 0,09 + 0,007
Eficiéncia

alimentar (CEA)

?;%ﬁsﬁcr’fod('g)s 10218 +5,7 8259+ 2,7 10611+ 5,17
Calorias (Kcal) 35149+24 28410+ 1,6 36501 + 2,3
Proteinas (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
Lipidios (g) 86,2+0,1 69,71 + 0,08 89,6 +0,1
Coeficiente de 0,1+0,01 0,1+0,01 0,1+0,01
Eficiéncia

alimentar (CEA)

Fonte: Autora, 2025

As proles foram submetidas durante a gestacdo e lactacdo as dietas controle (C, 19% de
lipidios) ou hiperlipidica, (HL, 33% de lipidios) ou hiperlipidica enriquecida com 6émega-3
(HLw3, 33% de lipidios e 3,5% de 6leo de linhaca), de acordo com o grupo experimental. Os
valores foram expressos como média + EPM. As andlises foram feitas com a utilizagdo de teste
estatistico ANOVA one-way e pos- teste de Bonferroni (N = 12-17). * p<0,05 vs. Controle; #
p<0,05vs. HL

6.2 AVALIACAO DAS MEDIDAS MURINOMETRICAS

O grupo HL apresentou maior peso corporal com 1 dia de idade quando
comparado ao C e HLw3 (Tabela 4). Os grupos HL e HLw3 apresentaram
maior peso corporal no 7° (p<0,0001) e 14° (p<0,0001) dia quando comparados
ao grupo controle. O grupo HLw3 apresentou maior peso corporal quando
comparado aos demais grupos aos 21 dias (p = 0,002). Nao foram encontradas

diferencas entre os grupos aos 30, 90 e 300 dias.

Tanto o grupo HL quanto o HLw3 apresentaram circunferéncia
abdominal maior no 1° dia de idade (p = 0,002) quando comparado ao C.
Apenas o HL mostrou circunferéncia aumentada aos 7 dias (p = 0,005) e 14
dias (p = 0,0009) de idade. Nenhuma diferenca foi encontrada entre os grupos
aos 21 dias de idade. Porém, o HL apresentou circunferéncia abdominal
aumentada quando comparada aos outros grupos aos 30 dias (p = 0,004).

Nenhuma diferenca foi encontrada entre os grupos aos 90 e 300 dias de idade.

O grupo HL apresentou comprimento naso-anal aumentado em relagéo
ao C e HLw3 com 1 dia (p = 0,004) e 7 dias (p<0,0001) de idade. Nenhuma

diferenca foi encontrada entre os grupos aos 14 dias de idade. O comprimento

43



44

naso-anal dos grupos HL e HLw3 foram maiores em relagao 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) quando comparado com o0s demais
grupos. Os animais apresentaram crescimento corporal semelhante aos 90 e
300 dias de idade. Quanto ao indice de Lee aos 90 e 300 dias, nenhuma

diferenca foi encontrada entre 0s grupos.
Tabela 5- Parametros murinométricos da prole de ratos cujas maes foram alimentadas

com dieta controle (C), dieta hiperlipidica (HL) e dieta hiperlipidica enriquecida com
6mega-3 (HLw3) durante a gestacao e lactagao.

300° dia de vida
Peso corporal (g)
Circunferéncia abdominal (cm)

472,8 + 14,5
19,9+ 0,5

498,2 + 16,6

21,1+ 0,4

Idade/ Variaveis Grupos
C HL HLw3
M + EPM M + EPM M + EPM
1°diadevida
Peso corporal (g) 6,5+0,1 74 +£0,1" 6,7 £0,1%
Circunferéncia abdominal (cm) 44 +0,1 46 +0,1" 45+0,1"
Comprimento naso-anal (cm) 510,11 54+0,1" 52 + 0,1
7° diade vida
Peso corporal (g) 18,1+ 0,2 20,8+ 0,1" 20+ 0,5°
Circunferéncia abdominal (cm) 6,2+0,1 6,6 £0,1" 64+0,1
Comprimento naso-anal (cm) 71+0,1 75+0,1" 7,3 +0,1*%
14° dia de vida
Peso corporal (g) 32,2+0,3 34,7 £ 0,5 36,1+ 0,6
Circunferéncia abdominal (cm) 81+0,1 84+0,1" 83+0,1
Comprimento naso-anal (cm) 87+0,1 88+0,1 85+0,1
21°diade vida
Peso corporal (g) 53,9+ 0,6 54,3+ 0,8 57,6 £ 0,7**
Circunferéncia abdominal (cm) 10,2+ 0,1 10,2+ 0,1 10,1+ 0,1
Comprimento naso-anal (cm) 10,6 £ 0,1 11,7 £ 0,1 11,5+ 0,2"
30°diade vida
Peso corporal (g) 93,3+24 97+23 100,2 £ 2,6
Circunferéncia abdominal (cm) 12,0+ 0,1 12,7 £ 0,2 11,8 £ 0,2*
Comprimento naso-anal (cm) 13,4+ 0,18 15,7 £ 0,3 13,8 £ 0,1#
90° dia de vida
Peso corporal (g) 370,1+6,6 358,1 + 4,3 380+ 7,1
Circumferéncia abdominal(cm) 19,2+£0,3 18,6+ 0,3 19,9+ 0,3
Comprimento naso-anal (cm) 22,2+0,5 22,8+ 0,4 22,8+ 0,4
Indice Lee (g/cm?) 0,32 £ 0,007 0,31 +£ 0,005 0,32 £ 0,005

511,1 + 15,2
21,0 + 0,4



Comprimento naso-anal (cm) 245+ 1,1 26,21+ 0,3 256+ 1,0
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indice Lee (g/cm?) 0,33+ 0,01 0,30 + 0,005 0,32 £ 0,017

Fonte: Autora, 2025

As proles de ratos foram separadas em trés grupos de acordo com suas dietas dadas as
maes durante a gestagao e lactagao: dieta controle, grupo C, (19% de lipidios) ou dieta
hiperlipidica, grupo HL, com 33% de lipidios, ou dieta hiperlipidica enriquecida com 0mega-
3, grupo HLw3, com 3,5% de dleo de linhaga. Os valores foram expressos como média + EPM.
As analises foram feitas com a utilizacdo de teste estatistico ANOVA one-way e pds-teste de
Bonferroni (N = 12-17). * p<0,05 vs. Controle; # p<0,05 vs. HL 50000

6.3 AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO E DA RESPOSTA ANTIOXIDANTE

DO FIGADO AOS 90 E 300 DIAS DE VIDA

O estresse oxidativo foi avaliado no tecido hepatico dos ratos aos 90 e
300 dias de vida, a partir de biomarcadores como malondialdeido (MDA),
sulfidrila e sistemas enzimaticos antioxidantes: catalase, superoxido dismutase

e glutationa transferase e através de GSH, GSSG e relacdo GSH/GSSG.

O grupo HL aos 90 dias apresentou niveis mais elevados de MDA
quando comparado ao grupo HLw3 (p = 0,0398) (Fig 2A) e niveis mais altos de
carbonila em relacdo aos demais grupos (p = 0,0128) (Fig 2B). Niveis mais
baixos de sulfidrila também foram encontrados no grupo HL quando comparado
ao grupo controle (p = 0,0186) (Fig 2C). Quanto aos sistemas enzimaticos, ndo
foi observada diferenca na atividade da catalase entre os grupos (p = 0,8426)
(Fig 2D). No entanto, o grupo HL apresentou menor atividade de SOD em
relacdo ao grupo controle (p = 0,0225) (Fig 2E) e GST (p = 0,0095) (Fig 2F). O
grupo HL e HLw3 apresentaram niveis mais baixos quando comparado ao
grupo controle de GSH (p<0,0001) (Fig 2G) e GSSG (p<0,0001) (Fig 2H) e o
grupo HLw3 apresentou maiores niveis quando comparado ao grupo HL. Em
relacdo a relacdo GSH/GSSG, os grupos HL e HLW3 apresentaram valores
menores quando comparados ao grupo controle (p=0,0011) (Fig 2I).

Aos 300 dias, o grupo HL apresentou niveis mais elevados de MDA (p =
0,0003) (Fig 2J) e de carbonila (p = 0,0177) (Fig 2K) quando comparado aos
demais grupos. Niveis mais altos de sulfidrila foram encontrados no grupo
HLw3 quando comparado ao grupo controle (p = 0,0219) (Fig 2L). Quanto aos

sistemas enzimaticos, ndo foi observada diferenca na atividade da catalase



entre os grupos (p= 0,6786) (Fig 2M). No entanto, o grupo HL apresentou
menor atividade de SOD em relagdo ao grupo HLw3 (p = 0,0281) (Fig 2N) e
GST comparado ao demais grupos (p = 0,0046) (Fig 20). Em relacdo aos
niveis de GSH (p = 0,8869) (Fig 2P) e GSSG (p = 0,1833) (Fig 2Q) e razédo
GSH/GSSG, nao foi encontarada diferenga significativa (p=0,5041) (Fig 2R).

gb re 3. Avaliagdo do estresse oxidativo e da resposta antioxidante do figado de ratos
metidos a dleta Controle, HL ou HLw3 durante a gestacido e lactagdao aos 90 e 300
dlas de vida. Niveis de MDA (grafico A e J), carbonila (gréfico B e K ) sulfidrilas (grafico Ce L) e
atividade enzimatica antioxidante de catalase (grafico D e M), SOD (gréfico E e N), GST (grafico F e O),
niveis de GSH (gréfico G e P), GSSG (gréfico H e Q) e razdo GSH/GSSG (grafico | e R), do figado de
ratos, com idade de 90 dias. Os ratos foram submetidos durante a gestagdo e lactagdo a dieta C,
controle (19% lipidios) ou HL, hiperlipidica (rica em acidos graxos saturados - 33% lipidios), ou HLw3,
hiperlipidica (rica em acidos graxos saturados - 33% lipidios) enriquecida com 6mega-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 HLw3. Os graficos foram expressos como média + EPM, apds o teste ANOVA one-
way e pds-teste de Bonferroni (* p<0,05 vs. C, # p<0,05 vs. HL; n=5 - 6).
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6.4.AVALIACAO DA EXPRESSAO GENICA POR RT-PCR QUANTITATIVO
(qRT-PCR) DO FIGADO AOS 90 E 300 DIAS DE VIDA

A prole HL e HLw3 aos 90 dias apresentaram uma diminuicdo da
expressao de SOD1 (p < 0,0001) (Fig 3A) e SOD2 (p = 0,0414) (Fig 3B)
comparado ao grupo controle, mas o grupo HLw3 apresentou maior expresséo

de SOD2 quando comparado ao HL. Em relacdo aos marcadores inflamatorios,



houve um aumento da expressédo de TNF-a (Fig 3C) (p = 0,0016) na prole HL
guando comparado aos demais grupos e uma diminui¢ao de IL-1B (Fig 3D) (p =
0,0212) na prole HLw3 comparado ao HL.

Aos 300 dias ndo foram encontradas diferencas nas expressdes das
enzimas antioxidantes SOD1 (Fig 3E) (p > 0,05) e SOD2 (Fig 3F) (p > 0,05). Na
comparacao dos marcadores inflamatérios, ndo houve diferenca na expresséo
de TNF-a (Fig 3G) entre 0s grupos, mas houve um aumento na expressao
de IL-1B (Fig 3H) (p =0,0099) no grupo HL em relagéo ao controle.

Figura 4. Avaliacdo da expressdo génica por RT-PCR quantitativo em tempo
real (QRT-PCR) do figado de ratos submetidos a dieta Controle, HL ou HLw3
durante a gestacdo e lactacdo aos 90 e 300 dias de vida. Expressédo génica de SOD1
(gréficos A e E), SOD2 (graficos B e F), TNF-a (gréaficos C e G) e IL-1B (graficos D e H) do
figado de ratos, com idade de 90 e 300 dias. Os ratos foram submetidos durante a
gestacdo e lactacdo a dieta C, controle (19% lipidios) ou HL, hiperlipidica (rica em acidos
graxos saturados - 33% lipidios), ou HLw3, hiperlipidica (rica em acidos graxos saturados
- 33% lipidios) enriquecida com émega-3, de acordo com o grupo experimental. A s
barras brancas representam o grupo controle, as barras pretas o grupo HL e as barras
cinza o grupo HLw3. Os graficos foram expressos como média + EPM, apds o teste
ANOVA one-way e pés-teste de Bonferroni (* p<0,05vs. C, # p<0,05 vs. HL; n = 5).
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7 DISCUSSAO

Nesta pesquisa, analisamos o balango oxidativo e o perfil inflamatorio de
ratos no inicio da vida, apos a exposicdo perinatal as dietas experimentais e na
fase adulta. Observamos que ratos alimentados com uma dieta materna rica
em acidos graxos saturados (AGS) e enriquecida com w-3 apresentaram uma
atenuacéo significativa no desbalanco oxidativo e nos marcadores inflamatorios
até o comeco da vida adulta. No entanto, essas diferencas ndo foram mantidas

a longo prazo.

O consumo materno diario em gramas durante a gestacdo nao diferiu
entre os grupos. Em estudos anteriores, verificou-se que animais tendem a
reduzir o consumo alimentar quando submetidos a dietas com maior densidade
caldrica em regime ad libitum, uma vez que ajustam a ingestdo com base no
aporte energético total (CARVALHO et al., 2013). As dietas hiperlipidicas, que
contém menor teor de carboidratos e maior teor de lipideos em comparacdo a
dieta AIN-93, favoreceram a reducdo da ingestdo de carboidratos e o aumento
do consumo de lipideos pelas maes que receberam essa intervencao (FERRO
CAVALCANTE, T. et al., 2013).

Na avaliacdo do consumo alimentar das proles, observou-se menor
ingestdo alimentar na prole HL. No entanto, estudos relatam que a exposi¢cao a
dieta HL durante a gestacdo e lactacdo pode alterar a sinalizacédo das vias de
saciedade, resultando em um maior consumo caldérico em alguns casos,
mesmo apds a ingestdo do leite materno (Desai et al., 2014; Kojima, S.,
Catavero, C. e Rinaman, L., 2016). Ademais, verificou-se uma reducéo de 30%
no consumo da dieta HL com maior teor de gordura saturada em relacdo a
dieta padrdo (Carvalho et al., 2013). Esses achados sugerem gue a maior
concentracdo energética da dieta pode modular a regulacdo espontanea da
ingestdo alimentar, levando a um ajuste na quantidade total de calorias

consumidas (Llopis et al., 2014).

A andlise do estresse oxidativo indicou que o aumento dos niveis de
MDA e carbonilas, juntamente com a reducéo das sulfidrilas no grupo HL, pode
refletir dano oxidativo. A reducdo dos niveis de MDA esté associada a gordura

7

visceral, visto que este é um marcador de peroxidacdo lipidica (Lee et al.,
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2015) e um indicador de lesédo celular devido ao aumento das espécies reativas
de oxigénio (EROs) (Franca et al., 2013). A maior capacidade antioxidante
observada no grupo HLw3, evidenciada pela normalizagcdo da atividade das
enzimas SOD e GST, corrobora estudos anteriores que relatam melhora na
atividade antioxidante no tecido hepatico da prole de maes que consumiram

dieta hiperlipidica suplementada com 6mega-3 (Ramaiyan et al., 2016).

A elevacdo dos biomarcadores do estresse oxidativo, associada a
reducdo na expressdao das enzimas antioxidantes (SOD1 e SOD2) e ao
aumento da expressao de marcadores inflamatérios no grupo HL aos 90 dias,
pode indicar um maior risco de desenvolvimento ou progressao da esteatose
hepatica ndo alcodlica (NASH). A doenca hepatica gordurosa nao alcodlica
(DHGNA) esta relacionada a fatores de risco como niveis elevados de
triglicerideos (TGL) e LDL no plasma, reducdo do HDL, hipertensdo e
hiperglicemia em jejum (Alberti, Zimmet e Shaw, 2005; Jump et al., 2015). Essa
condicdo pode evoluir para NASH, caracterizada pela presenca de
hepatoesteatose acompanhada de inflamacédo e dano hepatico (Chalasani et
al.,, 2012), e estad associada a um aumento no estresse oxidativo hepatico
(Depner, Philbrick e Jump, 2013).

A progressdao para NASH também esta relacionada a um aumento
significativo na concentracdo de AGS no plasma e no figado, bem como a
reducdo dos PUFAs w-3 hepaticos (Depner, C. M. et al., 2012; Depner,
Philbrick e Jump, 2013; Depner et al., 2013). O desenvolvimento desse fendétipo
tem sido vinculado ao consumo de dietas ricas em gorduras saturadas e trans,
sacarose e colesterol (Wouters et al., 2008; Depner, C. et al., 2012; Depner,
Philbrick e Jump, 2013). No entanto, a maior expressao da enzima antioxidante
SOD?2 e a reducéo dos marcadores inflamatérios no grupo HLw3 sugerem
efeitos antioxidantes e anti-inflamatérios do 6mega-3. Estudos demonstram
gue a suplementacdo com 6leo de peixe, EPA ou DHA pode prevenir, em
variados niveis, o desenvolvimento da NASH induzida por dietas ricas em
gordura (Depner, Philbrick e Jump, 2013; Depner et al., 2013; Jump, Tripathy e
Depner, 2013).

A inflamacgé&o sistémica desempenha um papel central na progressao da
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NASH. Em modelos experimentais, a suplementacdo de uma dieta
ocidentalizada com EPA ou DHA ndo demonstrou reducdo significativa na
endotoxinemia induzida por esse padréo alimentar a longo prazo (Depner et al.,
2013). Contudo, mesmo sem impacto direto sobre marcadores de inflamacgéo
sistémica prolongada, como a endotoxina, evidéncias sugerem que EPA e
DHA modulam a resposta inflamatéria hepética, reduzindo a expressao de
mediadores inflamatérios como TLRs, CD14, NF-kB-p50 e IL-13 (Depner,
Philbrick e Jump, 2013; Depner et al., 2013). Isso pode explicar a menor
expressédo de IL-1B no figado do grupo HLw3 em estagios mais avangados da

vida.

Dessa forma, nossos achados destacam que a suplementacdo materna
com Omega-3 pode atenuar o desbalanco oxidativo e 0S processos
inflamatérios induzidos por dietas hiperlipidicas, conferindo possiveis efeitos
protetores no desenvolvimento hepatico da prole. No entanto, a persisténcia
desses efeitos a longo prazo e seus impactos metabdlicos necessitam de

investigacdes adicionais para elucidar melhor os mecanismos envolvidos.
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8 CONCLUSOES

Este estudo demonstrou que a suplementacdo com 6mega-3 atenua o
estresse oxidativo e a inflamacéo hepética em ratos submetidos a uma dieta
hiperlipidica. O grupo HLw3 apresentou menores niveis de MDA e maior
atividade da SOD em comparacéo ao HL, sugerindo um efeito protetor contra o
dano oxidativo. Além disso, a reducdo da expressédo de IL-1B no grupo HLw3
indica uma menor resposta inflamatéria. Esses achados reforcam o potencial
do émega-3 na prevencao de danos hepéaticos induzidos por dietas ricas em
gorduras. Dessa forma, os achados deste estudo indicam que a inclusao de
Omega-3 em uma dieta materna hiperlipidica rica em AGS pode prevenir a
dislipidemia, minimizar prejuizos murinometricos em curto prazo e favorecer
uma melhor resposta antioxidante enzimatica, além de reduzir a expressao

génica de marcadores inflamatorios no figado da prole.

No entanto, uma compreensdo mais aprofundada desses mecanismos e
do papel do 6mega-3 pode auxiliar no desenvolvimento de estratégias
terapéuticas ndo farmacolégicas e na formulacdo de politicas publicas voltadas
para a promocdo da saude. Entre essas iniciativas, destaca-se a
implementacdo de medidas que ampliem a disponibilidade e o acesso ao
Omega-3, como a suplementacdo gestacional, representando uma possivel

abordagem na prevencéo e no controle de doencas inflamatorias na populacéo.
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