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RESUMO

Durante a gestacdo e lactacdo, alteragbes nutricionais podem predispor ao
desenvolvimento de distarbios metabdlicos e inflamatérios na vida adulta. Os
acidos graxos Omega-3 podem atenuar essas alteracbes devido sua
propriedade anti-inflamatéria. O objetivo do trabalho foi avaliar a influéncia da
suplementacdo materna com Oleo de peixe nas concentracdes séricas de
adipocinas da prole hiperalimentada. Fémeas C57BI6 foram suplementadas
com Oleo de peixe ou agua (1g/kg/dia via gavagem) desde o periodo de
acasalamento até o desmame. Cada capsula do 6leo de peixe utilizado pesava
0,828g, com uma proporcdo de 0,120g de EPA e 0,300g de DHA. Apds o
nascimento, as ninhadas foram realocadas para o0 periodo de lactagéo,
formando-se os grupos Controle (C) e Controle + 6leo de peixe (COP) ambos
com 8-10 filhotes; Hiperalimentado (H) e Hiperalimentado + 6leo de peixe
(HOP), com 3-4 filhotes. Ap6s o desmame, apenas os filhotes machos foram
acompanhados até o final do periodo experimental. Os animais tiveram livre
acesso a agua e racao comercial padrao durante todo o experimento. O peso
corporal e o consumo alimentar foram aferidos semanalmente até os 120 dias
de vida quando ocorreu a eutandasia. Coletou-se o tecido adiposo e o sangue. A
dosagem das adipocinas foi realizada pela técnica ELISA e as analises
estatisticas no GraphPad Prism®. Ndo houve variacdo do consumo alimentar
ao longo do periodo experimental. Aos 21 dias, o peso corporal do grupo H foi
maior em relacdo ao grupo C, enquanto o peso corporal do grupo HOP foi
menor que o H; aos 120 dias o peso do grupo H permaneceu maior em relacao
ao C. O peso do tecido adiposo epididimal foi maior no grupo H em relacdo ao
grupo C. As concentracdes séricas de resistina e leptina foram maiores no
grupo H em relagdo ao C, enquanto o grupo HOP apresentou concentragdes
menores dessas adipocinais em relagdo ao H. A concentragdo de quemerina
também foi menor no grupo HOP em comparacdo com o H. N&o houve
diferenca significativa na concentracdo de adiponectina. Os resultados
sugerem que a suplementacdo materna com Oleo de peixe pode modular a

concentracéo sérica de adipocinas na prole hiperalimentada.

Palavras-chave: Programacéo metabdlica, obesidade, 6mega-3.



INTRODUCAO

A programacéo fetal foi definida inicialmente no ano de 1998 por Barker e
Hales, sendo conceituada posteriormente como a teoria das origens do
desenvolvimento da saude e da doenca (DOHaD) (1). Essa teoria estabelece
que um ambiente intra-uterino desfavoravel (com alteracdo do metabolismo,
exposicdo a poluentes, infec¢des, desequilibrio nutricional materno) pode
interferir na programacdo metabdlica, incitando o surgimento de doencas
metabdlicas na prole adulta (2). A programacao metabdlica esta relacionada a
um mecanismo epigenético que influencia a expressdo ou inibicdo de
determinados genes sem alterar a sequéncia de nucleotideos do DNA,
provocando alteracbes permanentes em vias de sinalizacdo que podem

resultar no surgimento futuro de doencas metabadlicas (3).

O aporte nutricional ao qual a mae esta exposta nos periodos da gestacdo e
lactacdo pode influenciar o risco de a prole desenvolver doencas metabdlicas
(4). Uma relacao adversa entre nutricAdo perinatal, epigenética nutricional e
programacao metabolica, pode resultar em uma série de riscos futuros para a
salude, dentre eles a obesidade, que esta relacionada a fatores genéticos
hereditarios e ndo hereditarios, sendo os ultimos, influenciados pelo ambiente,

como prop@e a hipétese de Barker (5).

O tecido adiposo € composto por células do sistema imune, matriz extracelular,
tecidos vasculares e neurais, pré-adipécitos e adipdcitos (6). Ele é responsavel
pelo armazenamento do excesso de energia do corpo na forma de
triacilglicerol, e também atua como um 6rgdo enddcrino, pois secreta diversos
peptideos bioativos chamados de adipocinas, que estdo relacionados com a
homeostase metabdlica. Porém, o excesso de gordura corporal, principalmente
na regiao visceral, causa um aumento da secre¢do de adipocinas com acao
pro-inflamatoéria e reduz a concentracdo plasmética daquelas com agéo anti-
inflamatoria, diminuindo a expressdo génica de moléculas de adesdo em

células endoteliais (7).

Esse processo associado a um conjunto de outros fatores como, a sintese de

quimiocinas e citocinas, hipertrofia dos adipocitos, hipoxia e aumento da



infiltracdo de macréfagos no tecido adiposo, favorece o desenvolvimento da

inflamacéo crénica de baixo grau (8).

O acido graxo alfa-linolénico (18:3 n-3) é essencial na dieta humana, sendo
precursor dos acidos eicosapentaendico - EPA (20:5 n-3) e docosahexaendico
- DHA (22:6 n-3). Estudos realizados com animais e humanos sugerem que
esses acidos graxos desempenham importante papel na regulacdo metabdlica,

e que também sdo capazes de melhorar a composicéo corporal (9); (10); (11).

O aumento de w-3 na corrente sanguinea e consequentemente nos
fosfolipidios das membranas das células com atividade inflamatéria, pode
alterar as funcdes dessas células, aumentando a fluidez das membranas e
regulando a expressao e atividade dos receptores de membrana no mecanismo
de sinalizacdo intracelular ou extracelular. Além disso, 0 w-3 pode alterar a
producdo de mediadores lipidicos, promover vasodilatacdo, inibir a agregacéo
plaquetéaria e atenuar a sintese de moléculas pré-inflamatérias, como a leptina,
resistina, quemerina (12). Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a
influéncia da suplementacdo materna com Oleo de peixe nas concentracdes

séricas de adipocinas da prole hiperalimentada.



2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Ensaio biologico

O ensaio foi conduzido no Laboratério de Nutricdo Experimental (LNE) do
Departamento de Nutricdo (DNU) da Universidade Federal de Lavras (UFLA),
por um periodo de 180 dias, no qual foram utilizados camundongos da
linhagem C57BI6. O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica
para Uso de Animais da Universidade Federal de Lavras (CEUA/ UFLA),
Lavras, MG (002/2018).

2.2 Delineamento experimental

Foram utilizados quarenta camundongos da linhagem C57BI6, sendo dez
machos e trinta fémeas com idade entre 45-55 dias e peso médio de 20g,
obtidos do Biotério Central da UFLA. Os animais foram mantidos em ciclo
claro/escuro (12/12 horas), em ambiente com temperatura controlada de
22+2°C, sendo alimentados com racao comercial padrdo Presence® e agua a

ad libitum.

Os animais foram previamente subdivididos em grupos (tratamento com 6leo
de peixe e controle) para que as maes recebessem suplementacao via oral. As
fémeas permaneceram em grupo de trés animais por caixa durante quinze dias
para adaptacdo. Apos este periodo, foi adicionado um macho em cada caixa
contendo trés fémeas por um periodo de dez dias para acasalamento.
Terminado o periodo de acasalamento os machos foram removidos e as

fémeas permaneceram juntas até o nascimento dos filhotes.

O 6leo de peixe utilizado contendo 0,828 g/capsula, com uma proporcao de
0,120 g de EPA e 0,300 g DHA foi obtido de uma preparacdo de lipideos
marinhos, ricos em acidos graxos n-3, doado pela Fundacdo Herbarium
(Curitiba, PR, Brasil). A suplementacéo foi feita por técnica de gavagem, com
Oleo de peixe (OP) ou agua, na dose de 1g/kg de peso corporal, desde o

acasalamento até o desmame dos filhotes (21° dia pés-nascimento).

No segundo dia apés o nascimento dos filhotes, as ninhadas foram realocadas

para a formacdo dos grupos experimentais, sendo os grupos Controle (C) e



Controle + Oleo de Peixe (COP), ambos com 8-10 filhotes por ninhada, e os de
Hiperalimentacdo Pds-natal (H) e Hiperalimentacdo Pos-natal + Oleo de Peixe
(HOP), ambos com 3-4 filhotes. A hiperalimentacéo foi induzida pela reducéo
das ninhadas nos grupos H e HOP, por proporcionar a diminuicdo da

competicao alimentar.

O consumo alimentar e o peso corporal dos animais foram aferidos

semanalmente ao longo do periodo experimental.
2.3 Eutanésia

Aos 120 dias de vida e apoés jejum de 12 horas, 0s animais foram eutanasiados
com injecao intraperitoneal de uma mistura de Ketamina (80 mg/kg) e Xilazina
(10 mg/kg). Logo, foi realizada a abertura toracica e a eutanasia se deu por
exsanguinacdo. Foram coletados tecido adiposo epididimal e o sangue; sendo
o ultimo centrifugado para obtencdo do soro, e posteriormente armazenado em
-20°C. O tecido adiposo epididimal foi pesado imediatamente apds a eutanasia

em balanca analitica e os valores corrigidos pelo peso corporal.
2.4 Dosagem de adipocinas

A dosagem das concentracdes séricas de adiponectina, resistina, leptina e
guemerina foram determinadas pela técnica ELISA, utilizando “kit” comercial
especifico de acordo com as instru¢des do fabricante (Millipore, Billerica, MA,
EUA, LincoResearchinc, St. Louis, MO — EUA, Life Technology, Grand Island,
NY, EUA, respectivamente).

2.5 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como média = erro padrdo da média. Para
analise dos dados e testes de comparacdo de grupos independentes foi
utilizado o software GraphPad Prism®, versédo 6.0. Os dados foram submetidos
inicialmente ao teste de Grubbs para deteccdo de outliers. Para avaliacdo da
distribuicdo normal das variaveis, foi realizado o teste de Shapiro-Wilk. O teste
de ANOVA OneWay seguido do teste Bonferroni foi utilizado para comparacéo

entre os grupos. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.



RESULTADOS

A Tabela 1 mostra que ndo houve variacdo em relacdo ao consumo alimentar
dos grupos ao longo do periodo experimental. O peso corporal aos 21 dias de
vida foi maior no grupo H em relacdo aos grupos C e HOP (Fig. 1A). Ja aos
120 dias de vida, o peso corporal do grupo H se manteve maior em relagéo ao
grupo C e sem diferenca significativa para o grupo HOP (Fig. 1B). O peso do

tecido adiposo epididimal foi maior no grupo H apenas em relacédo ao grupo C
(Fig. 2).

TABELA 1. Consumo alimentar (g) dos filhotes apds o desmame durante 13

semanas, de acordo com os diferentes tratamentos das maes.

Tempo C COP H HOP

(semanas)

Consumo 17.35+2.645 14.63+2.342 19.40+1.720 20.64+1.360
alimentar
entre 1-3

semanas

Consumo 24 .58+1.315 22.62+1.287 25.08+1.747 26.46+1.189
alimentar
entre 4-6

semanas

Consumo 24.29+0.829 26.16+1.439  25.08+0.992 26.77+0.271

alimentar

entre 7-9

semanas

Consumo 23.66+0.364 25.65+0.257 24.77+1.073 25.18+0.522
alimentar
entre 10-13

semanas

Grupo Controle (C, n = 8), grupo Controle + 6leo de peixe (COP, n = 11), grupo
Hiperalimentado (H, n = 8) e grupo Hiperalimentado + éleo de peixe (HOP, n=14). Dados

expressos com média * erro padrao da média (p < 0,05).
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Figura 1A: Peso corporal (g) dos filhos aos 21 dias de vida (desmame), de
acordo com os diferentes tratamentos das maes.
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Peso corporal (g)

Grupo Controle (C, n = 8), grupo Controle + 6leo de peixe (COP, n = 11), grupo
Hiperalimentado (H, n = 8) e grupo Hiperalimentado + éleo de peixe (HOP, n=14). Dados

expressos com média + erro padrdo da média (p<0,05).

***H vs C (p<0,001); #HOP vs H (p<0,05).

Figura 1B: Peso corporal (g) dos filhos aos 120 dias de vida, de acordo com os
diferentes tratamentos das maes.
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Grupo Controle (C, n = 8), grupo Controle + dleo de peixe (COP, n = 11), grupo
Hiperalimentado (H, n = 8) e grupo Hiperalimentado + 6leo de peixe (HOP, n=14). Dados
expressos com média * erro padrao da média (p<0,05).

**H vs C (p<0,01).
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Figura 2: Peso do tecido adiposo epididimal dos filhotes, corrigido pelo peso

corporal, de acordo com os diferentes tratamentos das mées.
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Grupo Controle (C, n = 8), grupo Controle + 6leo de peixe (COP, n = 11), grupo
Hiperalimentado (H, n = 8) e grupo Hiperalimentado + éleo de peixe (HOP, n=14). Dados

expressos com média + erro padrdo da média (p<0,05).

weekH vs C (p<0,0001); ####HOP vs COP (p<0,0001); ***HOP vs C (p<0,0001).

As concentracfes séricas de resistina e leptina foram maiores no grupo H em
relagdo ao C, enquanto o grupo HOP apresentou concentracdes menores
dessas adipocinais em relacdo ao H (Fig. 3A e 3B). A concentracdo de
guemerina também foi menor no grupo HOP em comparacdo com o H (Fig.
3C). Por fim, ndo houve diferenca significativa na concentracdo sérica de

adiponectina entre os grupos experimentais (Fig. 3D).
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Figura 3A: Concentracdo sérica de resistina (pg/mL) dos filhotes, de acordo
com os diferentes tratamentos das maes.
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Grupo Controle (C, n = 8), grupo Controle + 6leo de peixe (COP, n = 11), grupo
Hiperalimentado (H, n = 8) e grupo Hiperalimentado + dleo de peixe (n=14). Dados expressos
com média * erro padréo da média (p<0,05).

*H vs C (0,05); #HOP vs H (p<0,05).

Figura 3B: Concentracdo sérica de leptina (pg/mL) dos filhotes, de acordo com
os diferentes tratamentos das maes.
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Grupo Controle (C, n = 8), grupo Controle + dleo de peixe (COP, n = 11), grupo
Hiperalimentado (H, n = 8) e grupo Hiperalimentado + 6leo de peixe (n=14). Dados expressos
com média + erro padréo da média (p<0,05).

*H vs C (p<0,05); #HOP vs H (p<0,05).
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Figura 3C: Concentracdo sérica de quemerina (pg/mL) dos filhotes, de acordo
com os diferentes tratamentos das maes.
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Grupo Controle (C, n = 8), grupo Controle + 6leo de peixe (COP, n = 11), grupo
Hiperalimentado (H, n = 8) e grupo Hiperalimentado + 6leo de peixe (n=14). Dados expressos
com média * erro padréo da média (p<0,05).

*HOP vs H (p<0,05).

Figura 3D: Concentracdo sérica de adiponectina (pg/mL) dos filhotes, de
acordo com os diferentes tratamentos das maes.
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Grupo Controle (C, n = 8), grupo Controle + dleo de peixe (COP, n = 11), grupo
Hiperalimentado (H, n = 8) e grupo Hiperalimentado + 6leo de peixe (n=14). Dados expressos
com média + erro padrdo da média (p<0,05).

*HOP vs H (p<0,05).
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DISCUSSAO

A suplementagéo com acidos graxos da série w-3 tem se mostrado efetiva na
prevencao e tratamento adjuvante da obesidade e sindrome metabdlica (13).
Estudos realizados com animais e humanos mostram que o EPA e o DHA
podem melhorar a composicao corporal através de mecanismos ndo muito bem
elucidados, mas que sugerem que esses acidos graxos sdo capazes de reduzir
0 apetite, estimular a apoptose dos adipécitos e induzir alteragcdes na
expressao de genes envolvidos na regulacdo do metabolismo lipidico em varios
tecidos (9); (10); (14). Além desse controle da adiposidade corporal, eles
também s&o capazes de atenuar disturbios inflamatoérios crénicos (15).

Atualmente, estudos com foco na suplementacdo materna com Oleo de peixe
tém ganhado énfase, pois trazem indicios de que ele pode modular marcadores
metabdlicos na prole nos periodos de gestacao e lactacéo, reduzindo os riscos

associados a sindrome metabdlica na vida adulta (16).

O estado nutricional e a salde materna na gestacdo e lactacdo podem regular
o balanco energético da prole (17), como mostrou um estudo realizado por Guo
F et al. (1995), no qual observaram que roedores filhotes expostos a uma dieta
hipercalorica nesses periodos criticos de desenvolvimento, tiveram aumento de
adiposidade e peso corporal no desmame (18). Esse excesso de adiposidade
corporal estabelece um quadro de inflamacao de baixo grau e interfere na agcéo
enddcrina do tecido adiposo, alterando a concentracdo de adipocinas que
atuam em varias vias do metabolismo, como na homeostase de glicose e no

balanco energético (7).

Portanto, o presente estudo buscou avaliar se a suplementacdo materna com
w-3 poderia interferir na concentracdo sérica de adipocinas da prole
hiperalimentada, exercendo fator protetor para algumas situacdes de risco
metabdlico.

Em roedores adultos a suplementacdo com oOleo de peixe expressa um efeito
antiadipogénico, reduzindo o acumulo de gordura corporal (19). Ainda nédo se
sabe ao certo como 0 w-3 atua estimulando a perda de peso, porém, sugere-se

que o EPA e o DHA promovem reducao do apetite (11), estimulam a apoptose
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de adipécitos (10), e ainda, que sdo capazes de alterar a expressao de genes
envolvidos na regulacdo do metabolismo lipidico em outros tecidos (14).

Entretanto, esse efeito é conflitante em estudos que suplementam a dieta

materna e buscam avaliar os parametros nos filhotes.

No presente estudo, aos 21 dias de vida o grupo H apresentou maior peso
corporal em relagdo ao grupo HOP, ja aos 120 dias n&do houve diferenca
significativa no peso corporal e do tecido adiposo entre esses grupos.
Muhlhausler BS, et al., (2011) em uma revisao sistematica de estudos animais
sobre o efeito da suplementagdo materna com w-3 durante a gravidez e/ou
lactacdo na massa corporal gorda da prole, encontraram apenas quatro
estudos que atenderam os critérios de incluséo; trés destes relataram uma
menor massa gorda na prole de maes suplementadas durante o periodo
perinatal (20); em contrapartida em outro estudo de suplementacdo materna
com w-3 na dose de ~15mg/kg/dia durante a gestacao e lactacao, a prole teve
um aumento de acumulo de gordura, principalmente em depdsitos subcutaneos
(21).

O excesso de adiposidade também interfere na secrecdo de biomarcadores
inflamatorios. Os adipOcitos sdo 0s responsaveis por secretar adipocinas que
participam de processos metabdlicos, imunes e neuroenddécrinos (22), uma
delas é a resistina, que recebe este nome porque estd envolvida com a
resisténcia a insulina. Seus niveis circulantes aumentados dependem de
fatores genéticos e também estdo relacionados com dietas hipercaléricas,
portanto, ela est4 associada com a obesidade e o diabetes (23). Em modelos
animais obesos, a concentracao de resistina € maior, e ela atua prejudicando
as vias de sinalizacdo da insulina no tecido adiposo e muscular, estimulando a
producdo hepética de glicose, e nos humanos também estd envolvida em
processos inflamatérios e imunologicos (24). No presente estudo, a
concentracdo de resistina foi menor nos grupos C e HOP e maior no grupo H,
indicando possivel efeito positivo do 6leo de peixe. Apesar de se ter poucos
estudos que avaliam o efeito da suplementagdo com w-3 sobre a sintese e
secrecdo dessa adipocina, 0 que € mais observado é que o EPA atua
reduzindo a expresséo do seu mRNA (25).

16



Outra adipocina avaliada neste estudo foi a adiponectina que, ao contrario da
resistina, possui efeito anti-inflamatério, antiaterogénico e aumenta a
sensibilidade a insulina, por exercer fun¢cées imunometabdlicas benéficas como
0 aumento da producdo de Oxido nitrico, reducdo da expressdo do fator de
necrose tumoral (TNF-a), diminuicdo da quimiotaxia e da transformacgéo de
macrofagos, bloqueio da adesdo de mondcitos, estimulo da angiogénese e
inibicdo da atividade da resistina (26). Portanto, € uma importante adipocina
anti-inflamatéria e considerada um biomarcador do desenvolvimento de
distarbios cardiometabdlicos (27), no entanto, a obesidade e a resisténcia a

insulina prejudicam sua sintese.

O w-3 pode aumentar as concentracdes séricas de adiponectina (28),
entretanto, no presente estudo ndo foi encontrada diferenca significativa na
concentracéo dessa adipocina entre 0os grupos. Em outro estudo realizado com
homens e mulheres saudaveis com excesso de peso, o consumo de w-3
também né&o alterou os niveis séricos de adiponectina (30). Por outro lado,
Cebrian SL et al. (2006) em um estudo realizado com ratos, notaram que o
EPA diminuiu significativamente a expressdo génica da adiponectina e
reduziu os niveis de mRNA do PPARYy, sugerindo que a inibicdo da
adiponectina pelo EPA provavelmente seja secundaria a regulacdo negativa

desse fator de transcricdo adipogénico (29).

A leptina é considerada um hormdnio responséavel por estimular a saciedade e
0 gasto energético do organismo. Ela atua por meio de vias neuronais
hipotalamicas e €, portanto, fundamental para o controle do peso corporal
(31). Apesar disso, os niveis de leptina encontrados em individuos obesos
podem ser até cinco vezes maiores do que em eutréficos, isso ocorre devido
uma alteracdo no receptor de leptina e/ou pelo comprometimento do seu
transporte pela barreira hematoencefalica, o que caracteriza o fenbmeno de

resisténcia a leptina (32).

O quadro de inflamacdo gerado pela obesidade, também pode induzir um
processo inflamatorio no hipotalamo e assim prejudicar as vias de sinalizacéo
dessa adipocina (33). Sugere-se que a suplementacdo com w-3 é capaz de

atenuar a inflamagédo no hipotadlamo e dessa forma aumentar a sensibilidade
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dos receptores, reestabelecendo as vias de sinalizagdo e normalizando as
concentracdes de leptina (34). Esse efeito p6de ser observado nos resultados
do presente estudo, ja que houve uma reducdo nos niveis plasmaticos de
leptina na prole do grupo HOP em relagcdo ao grupo H. Lu et al. (2011),
também observaram uma diminuig&o nos niveis séricos de leptina no rato JCR:

LA- cp , modelo da sindrome metabdlica que foi suplementado com w-3 (35).

A gquemerina é uma adipocina correlacionada positivamente com a sindrome
metabdlica. Ela tem 0s seus niveis séricos elevados em pessoas obesas e
atua principalmente na diferenciacdo dos adipocitos e no metabolismo de
glicose no figado e nos musculos esqueléticos, podendo induzir resisténcia a
insulina (36). Porém, os diferentes fragmentos dessa adipocina podem ter
acao pro ou anti-inflamatéria ao se ligarem a seus receptores, um deles é o
ChemR23 que se expressa em macrofagos, células dendriticas, adipocitos e
em células endoteliais. Quando agonistas da quemerina se ligam a esse
receptor, ocorre dentre alguns efeitos benéficos, o controle da inflamacéo e

do metabolismo (37).

O EPA pode dar origem a agonistas enddégenos da quemerina chamados de
resolvinas. Quando elas se ligam ao receptor ChemR23 geram uma resposta
anti-inflamatéria, que inibe a infiltragcdo de leucdcitos, promove uma contra
regulacdo de mediadores proé-inflamatérios e a captacdo de neutréfilos
apoptoéticos e de detritos celulares (38). No presente estudo o grupo HOP
teve menores concentracdes plasmaticas de quemerina em relacdo ao grupo

H, indicando que a suplementagdo com w-3 tem um efeito protetor.

Os resultados do presente estudo sugerem que a suplementagcdo materna com
w-3 foi capaz de modular os niveis séricos de adipocinas relacionadas com
complicagbes metabdlicas na prole hiperalimentada, atenuando riscos que
poderiam predispor ao desenvolvimento de doencas metabodlicas. Porém,
fazem-se necessarios novos estudos para melhor elucidar os mecanismos

envolvidos nesse processo.
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CONCLUSAO

A suplementacdo materna com 6leo de peixe pode modular as concentracdes
séricas de resistina, leptina e quemerina na prole hiperalimentada, contribuindo

para a atenuacdo do risco de complicacbes metabodlicas associadas a
programacao metabdlica.
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