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RESUMO

A hipotese da programacdo metabolica propde que experiéncias como, alteracdes alimentares,
nas primeiras fases do desenvolvimento, como as fases fetal e pos-natal, podem influenciar
processos fisioldgicos importantes. O 6leo de chia vem se destacando como fonte vegetal de
acidos graxos 6mega-3 e contém compostos bioativos com potencial antioxidante, tornando-
se alvo de interesse como coadjuvante no controle de disturbios metabolicos. O presente
estudo possui 0 objetivo de avaliar a influéncia da suplementacdo materna com 6leo de chia
na modulacdo metabdlica em modelo de hiperalimentacdo pos-natal e determinar a melhor
dose para suplementacdo. Camundongos fémeas da linhagem BALB/c foram suplementadas
desde o periodo de acasalamento até o desmame da prole com O6leo de chia de origem
comercial (OC), nas dosagens de 2,5 e 5g/kg de peso corporal (PC)/dia. Ap6s 0 nascimento
dos filhotes, as ninhadas foram reajustadas para 3-4 filhotes formando o grupo experimental
que delineou o estudo, grupo Hiperalimentacdo pds-natal (H). Formaram-se os subgrupos H
OC 2,5g/kg, H OC 5g/kg, H sem suplementagédo, e o grupo controle (C). Durante todo o
periodo experimental os animais receberam agua e racdo comercial padrdo ad libitum. O peso
corporal e o consumo alimentar foram aferidos semanalmente e o teste de tolerancia oral a
glicose (TTOG) foi realizado aos 70 e 120 dias de vida.Apds a eutanasia (aos 120 dias), as
analises bioguimicas foram realizadas por Kits comerciais. Lipideos hepaticos foram extraidos
pelo método de Folch e posteriormente avaliados por kits comerciais. Marcadores de estresse
oxidativo e enzimas antioxidantes foram determinados por método colorimétrico. O nivel de
significancia adotado para os resultados foi de p<0,05. Aos 70 e 120 dias de vida o grupo H
OC 2,5 apresentou maior peso corporal em relagdo aos grupos C e H. O indice de Lee do
grupo H OC 2,5 foi mais elevado que o do grupo C. O grupo H apresentou peso do tecido
adiposo epididimal (TAE) mais baixo que o grupo C. Analisando a curva glicémica do TTOG
aos 120 dias, foi possivel observar que o grupo H apresentou glicemia mais alta aos 30
minutos quando comparado aos grupos C e H OC5, aos 60 minutos a elevacdo foi em relacdo
ao grupo H OC 2,5 e H OC 5, a area sobre a curva (AUC) do TTOG trouxe diferenca
significativa do grupo H em relacdo ao H OC 5. Os animais do grupo H OC 2,5 apresentaram
maior glicemia de jejum quando comparados a todos 0s outros grupos experimentais. J& no
perfil lipidémico hepatico, o grupo H OC 5 apresentou menor concentracdo de lipidios totais
em relagdo ao grupo H e o grupo H OC 2,5 demonstrou maior concentracdo de triglicerideos
em relacdo aos grupos C e H OC 5. Ainda se fazem necessarios mais estudos a fim de elucidar
o0s beneficios da suplementacdo materna com 6leo de chia no modelo proposto pelo trabalho,
o modelo de hiperalimentacdo po6s-natal. Entrentanto, com os resultados obtidos, analisando
as duas dosagens utilizadas, a dosagem de 5g/Kg demonstra resultados mais satisfatérios,
podendo contribuir beneficamente contra distarbios metabdlicos.

Palavras-chave: Programacio metabdlica, Adiposidade, Estresse oxidativo,Omega-3.



ABSTRACT

Maternal nutrition during both the pregnancy and the neonatal period have a long term
impact on metabolism. Studies show that maternal supplementation with omega-3 is effective
in the prevention and treatment of pathologies. This work investigated the possible benefits as
well as the best dosage for maternal supplementation with chia oil in model postnatal
overnutrition (ON) in male Balb/c mice. Female mice were supplemented from the mating
period to the weaning of the offspring with chia oil (OC), with dosages of 2.5 and 5g/kg of
body weight/day. After the birth of the pups, the litters were readjusted to 3-4 pups, forming
the experimental groups: ON 2.5 and 5, ON without supplementation, and the control group
(C)(no readjusted). The group ON 2.5 exhibited at 70 and 120 days of life, higher body
weight when compared to the C and ON groups. The fasting blood glucose of the group also
was the highest among all the groups analyzed, and higher hepatic triglycerides levels than the
C and ON groups. The glycemic of 120 days curve showed the ON group with higher glucose
concentrations at 30min when compared to to groups C and ON 5, at 60min in relation to
groups ON 2.5 and ON 5. The area under the curve exhibited the difference between groups
ON and ON 5. The lipid profile of the liver showed that the concentration of total lipids of the
ON 5 group were smaller than those in the ON group. The maternal supplementation dosage
of 5g/Kg presents more promising results. More research is needed to show what are the
effects of maternal supplementation with CO in overfed offspring.

Keywords:Metabolic programming, Litter reduction. blood glucose. Omega 3.

Dosage.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

As desordens metabdlicas cronicas apontavam, de forma classica, como fator
etiologico, apenas a mé alimentacdo e o sedentarismo. Atualmente este pensamento ja ndo é
mais valido, pois sabe-se que a doenca engloba outros fatores, inerentes ao individuo, como
0s genéticos e epigenéticos (PATEL et al., 2016; RAMOS-LOPEZ et al., 2017). Epigenética
¢ a ciéncia que analisa modificacGes hereditarias na expressao de genes, porem sem alteracao
na sequéncia de DNA. Essas modificacbes sdo feitas através de mecanismos epigenéticos,
sendo eles: metilacdo do DNA, modificacdo de histonas e expressdo de micro RNAS.
Modificacdes epigenéticas podem influenciar o metabolismo do individuo assim como o da
sua prole. (KAUSHIK; ANDERSON, 2016).

AlteracBes nutricionais quando ocorrem em periodos criticos do desenvolvimento
podem gerar consequéncias fisioldgicas e metabdlicas a longo prazo para o individuo,
processo esse denominado programacdo metabdlica. As modificacdes epigenéticas seriam
resultado dessa programacéo, contribuindo para o desenvolvimento de doencas ligadas ao
metabolismo. (GODFREY; COSTELLO; LILLYCROP, 2016). O periodo critico do
desenvolvimento, que abrange o periodo gestacional e os primeiros meses de vida, quando
prejudicado pode gerar consequéncias para a fase infantil e/ou adulta, como algumas doencas
crénicas (AGOSTI et al., 2017). Na fase gestacional, se 0o embrido for submetido a um
ambiente nutricional adverso, pode ocorrer programacdo metabdlica fetal predispondo o
individuo a obesidade, resisténcia a insulina e sindrome metabdlica, na fase adulta (ZHU;
CAQO; LI, 2019). Ademais, essas alteracdes nutricionais precoces podem afetar posteriormente
o0 desenvolvimento imunoldgico e de processos inflamatérios desses individuos (SLOPEN et
al., 2015).

Alguns modelos tém ajudado elucidar melhor o fendmeno da programacao metabdlica,
como os modelos de supernutricdo po6s-natal. O modelo de hiperalimentagdo pds-natal tem
evidenciado que o periodo de amamentacdo apresenta impacto potencial na programacao do
desenvolvimento, contribuindo para aumento da adiposidade, hiperleptinemia e hipertenséo
na fase adulta da prole alimentada com uma dieta normal apés o desmame(TAYLOR;
POSTON, 2007).

A suplementacdo com 6leos vegetais vém sendo uma nova proposta para prevencao e
tratamento de desordens metabdlicas, como a obesidade (OLIVEIRA-DE-LIRA et al., 2018).

Dentre eles, um o6leo que tem demonstrado grande potencial devido ao seu alto valor
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nutricional € o 6leo de chia, composto por elevado teor de acido a-linolénico (6mega-3), &cido
linoleico (6mega-6) e antioxidantes (COELHO; SALAS-MELLADO, 2014). Estudos
demonstraram que o0 Gleo de chia recupera a expressao do sistema antioxidante, melhorando a
tolerancia a glicose e a sensibilidade a insulina e aumentando a expressdo de proteinas de
choque térmico nos tecidos de ratos obesos induzidos por dieta (MARINELI et al., 2015).
Ainda, o consumo de dleo de chia provocou uma reducdo no acumulo de massa gorda e
aumentoda massa magra, além de beneficiar os niveis de glicose e a sensibilidade a insulina
em camundongos obesos (FONTE-FARIA et al., 2019).

Deste modo, este estudo teve o objetivo avaliar a influéncia da suplementagdo materna
com Oleo de chia em marcadores metabdlicos em modelo de hiperalimentagdo po6s-natal em
camundongos e identificar qual a dosagem mais indicada dentre as utilizadas para se obter os

melhores desfechos.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1. Programag&o metabolica

A programacao metabdlica € o termo utilizado para evidenciar como 0 ambiente intra-
uterino ou experiéncias nas primeiras etapas da vida, como estado de supernutricdo ou
desnutricdo, podem interferir e gerar consequéncias ao individuo na fase infantil e/ou adulta,
como por exemplo, nas concentragcdes plasmaticas de lipidios, de insulina, e desenvolvimento
de doencas cronicas, como a obesidade (SRINIVASAN; PATEL, 2008; WU; IMHOFF-
KUNSCH; GIRARD, 2012).

O Fundo das Nagbes Unidas para a Infancia (UNICEF) ressalta a importancia dos
primeiros mil dias de vida, que vai da concepcdo até o segundo aniversario, para o
desenvolvimento nutricional e metabdlico do individuo nos anos posteriores. A teoria da
Origem do Desenvolvimento da Saude e da Doenca (DOHaD) relata como experiéncias nas
fases fetal e neonatal podem influenciar a salde e o risco de desenvolver doengas nao
transmissiveis ao longo da vida, como obesidade e disturbios metabdlicos
relacionados(ZHAO, 2020). Alteracdes nutricionais no principio da vida aumentam o risco
para uma quantidade de disturbios metabdlicos e cardiovasculares na fase adulta. No modelo
proposto pela DOHaD, o feto se adapta antecipadamente em resposta a sinais do ambiente
intrauterino;como  consequéncia acontecem  regulagfes permanentes nos  sistemas
homeostaticos,a fim de auxiliar na sobrevivéncia em um ambiente pos-natal
adverso(VICKERS, 2014). Esse modelo propde a memoria morfoldgica, em razdo de um
desenvolvimento abaixo do padrdo durante periodos criticos; estruturas de alguns 6rgdos ou
tecidos especificos podem ser permanentemente alteradas.Por exemplo, nimero de células
permanentemente baixo, distribuicdo alterada de tipos celulares dentro de um dérgdo ou
selecdo de tipos de células alternativos mais resilientes sao situacGes que podem ocorrer
nestes casos (FALL; KUMARAN, 2019).

O epidemiologista David Barker (1995) foi pioneiro ao falar sobre a importancia da
nutricdo nos chamados periodos criticos do desenvolvimento, como a fase embrionaria, e 0s
efeitos a longo prazo que alteracBes nessa fase podem proporcionar. Em seu estudo
epidemiolégico, Barker apresentou como o estado nutricional materno durante a gravidez
poderia afetar os descendentes; o estado de desnutrigdo, gerava uma prole com baixo peso ao
nascimento e mais propicia a desenvolver doencas cardiometabdlicas (BARKER, 1995;
PATEL; SRINIVASAN, 2011).

Entretanto, por qual mecanismo intrauterino a nutricdo materna pode intervir na

adiposidade da prole a longo prazo ndo é bem estabelecido (SHARP et al., 2015). Estudos
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tém demonstrado que alteragcbes no ambiente nutricional materno podem alterar a expresséo
estavel de genes na prole através de modificagbesepigenéticas que ocorrem em ambiente
intrauterino, relacionando programacdo metabolica a eventos epigenéticos(SIMMONS, 2011).
As modificacBes epigenéticas seriam resultado da programacédo, contribuindo para o
desenvolvimento de doencas ligadas ao metabolismo na fase infantil e/ou adulta (GODFREY;
COSTELLO; LILLYCROP, 2016). AlteracGes epigenéticas sdo modifica¢bes hereditarias que
ocorrem no DNA, sem alteracdo em sua sequéncia, mas que afetam a expressao de genes.
Essas modificacbes acontecem por meio de mecanismos epigenéticos como metilacdo do
DNA, modificagbes de histonas e RNAs ndo codificantes (BLANCO RODRIGUEZ;
CAMPRUBI SANCHEZ, 2019).

O periodo pos-natal, como a fase da amamentacdo, também é fator importante para o
desenvolvimento metabdlico do individuo. Estudos demonstraram que camundongos
submetidos a supernutricdo neonatal apresentam peso acima da média com aumento da
adiposidade na idade adulta, como também diminuicdo da acdo da grelina em seu organismo
(COLLDEN et al., 2015).

Estudos com modelos experimentais de programacdo demonstraram queadversidades
durante o periodo gestacional ou no inicio da vida neonatal procedem em mudangas na
metilagdo de promotores e, desse modo, afetando direta ou indiretamente a expresséo génica
em vias relacionadas a importantes processos fisioldgicos(VICKERS, 2014). O estado
nutricional materno pode alterar a expressdo de genes que colaboram com o desenvolvimento
de patologias metabdlicas, como resisténcia a insulina, hiperlipidemia e obesidade.
(HOTAMISLIGIL, 2017; MARTINEZ et al., 2012).

2.2. Modelo experimental de hiperalimentacao

Modelos animais, como o0s roedores, sdao comumente utilizados em pesquisas
experimentais que visam a prevencdo e tratamentode doencas(IGLESIAS-CARRES;
NEILSON, 2021; PENNACCHIO, 2003). Os camundongos, particularmente, sdo pecas
fundamentais nas pesquisas pré-clinicas, possuindo um sistema modelo para investigacdo da
biologia de mamiferos e patologias humanas. O motivo é sua semelhanga genética com
humanos, além de facil manuseio, manipulagdo e alta taxa de fertilidade. Esses animais
possuem gestacéo relativamente curta e alto nimero de ninhada, propiciando estudos da prole
ao longo da vida, por exemplo. (BARRIOS et al.,, 2009; DICKINSON et al., 2016;
WATERSTON et al., 2002).
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Os camundongos da linhagem BALB/c sdo animais inbred, ou seja, possuem
homogeneidade genética.  Geralmente, s&o utilizados em estudos imunoldgicos e
cardiovasculares, e também na producdo de anticorpos monoclonais a partir de
plasmécitos(SAHA et al., 2020; SILVA-SANTANA et al., 2020; YERITSYAN et al., 2012).
Camundongos BALB/c também sdo utilizados em pesquisas sobre obesidade, fatores
genéticos do diabetes e da resisténcia a insulina(LI et al., 2020; NISHIKAWA et al., 2007).

Estudos em modelos experimentais tém evidenciado que alteragdes nutricionais,
subnutricdo ou supernutricdo, em periodos criticos do desenvolvimento, como na gestacédo
e/ou amamentacgdo podem gerar consequéncias metabdlicas nas fases posteriores, favorecendo
a promocdo de doencas cronicas ndo transmissiveis, como obesidade, resisténcia a insulina,
diabetes tipo 2 e dislipidemia (BARELLA; DE OLIVEIRA; MATHIAS, 2014; CANANI et
al., 2011).

Para pesquisas na area de programacdo metabolica existem alguns modelos que podem
ser utilizados. Um modelo de estudos na &rea da supernutricdo durante janelas criticas do
desenvolvimento, momento em que se configura importante plasticidade genémica, é o
modelo de hiperalimentacdo pds-natal. Para induzir esse modelo é necessario o ajuste do
tamanho da ninhada. As ninhadas sdo realocadas para ficarem com ndmero menor, 3 a 4
filhotes por mée; isso diminui a competicédo pelo leite e, portanto, portando aumentando sua
disponibilidade, o que promove maior ingestdo de calorias por filhote e a supernutricdo da
prole, possibilitando as pesquisas realizadas nesse campo (HABBOUT et al., 2013; OJHA et
al., 2013; RODRIGUES et al., 2009). Animais como roedores quando criados em pequenas
ninhadas apresentam um fendtipo andlogo a sindrome metabolica em fases posteriores da vida
como, por exemplo, sobrepeso, obesidade, resisténcia a insulina, hiperinsulinemia e
hiperleptinemia(ENES-MARQUES et al., 2020).

A supernutricdo pés-natal, em camundongos, gerou uma ninhada com adiposidade
aumentada e excesso de peso corporal, situacdo que persistiu até a fase adulta e influenciou o
padrdo de secre¢édo da grelina (COLLDEN et al., 2015). Outro estudo apontou que a reducéo
do tamanho da ninhada durante o periodo de amamentacdo gerou uma prole adulta com massa
corporal elevada, hiperinsulinemia e resisténcia a insulina, hipertensdo e niveis mais baixos de
colesterol HDL (CONCEICAO et al., 2011). Nessa condicdo a presenca de estresse oxidativo
também é notado, como aumento dos hidroperdxidos plasmaticos e baixa nas concentragdes
de vitamina C em comunhdo com a diminuicdo da atividade de enzimas antioxidantes no
tecido hepatico, como a Catalase, Superoxido dismutase e Glutationa peroxidase.
(HABBOUT et al., 2013).
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Rodrigues et al (2011) utilizando modelo de ninhada hiperalimentada na fase pds-
natal, demonstrou que os ratos Wistar, na vida adulta, apresentavam hipofagia, maior massa
de gordura total e visceral, menor contetdo serico de lipoproteina de alta densidade (HDL-
C)e resisténcia central a leptina, com menor expressdo de JAK2 e p-STAT3 e maior expressao
de SOCS3, proteinas de sinalizagcdo da leptina no hipotdlamo. O aumento da expressdo
hipotalamica de SOCS3 e diminui¢do de JAK2ja foram relacionados em outros estudos com a
resisténcia a leptina na obesidade. A via JAK2/STATS3, que é ativada pela ligacao da leptina
em seu receptor, ativa a expressdo de SOCS3, uma proteina que inibe o processo de
transducéo de sinal da leptina, por impedir a fosforilacdo de STAT3 (RAMADHINARA et
al., [s.d.]; ZIEBA; BIERNAT; BARC, 2020).

Em outro estudo com modelo de programacéo nutricional neonatal foi observado que
os ratos hiperalimentados mantiveram maior ganho de peso corporal durante todo o processo,
aumento de tecido adiposo branco e diminuicdo plasmaética de adiponectina e da
responsividade as a¢Bes centrais da adiponectina(HALAH et al., 2018). A adiponectina é um
horménio secretado principalmente pelo tecido adiposo na corrente sanguinea e possui papel
importante na manutencao da homeostase do corpo todo, apresentando efeitos benéficos como
agente antidiabético, anti-aterosclerotico, antiapoptético e anti-inflamatério em animais,
incluindo os seres humanos(FANG; JUDD, 2018; IDRIZAJ et al., 2020).

Enes-Marques et al (2020) demonstraram que ratos Wistar criados em pequenas
ninhadas, quando adultos apresentavam hiperglicemia, hiperinsulinemia, hiperleptinemia,
maiores niveis de triglicerOis e colesterol total, além dereducdo da acdo da colecistocinina
(CCK) no esvaziamento gastrico, bem como na resposta de saciedade e reducdo da
termogénese estimulada por norepinefrina e CCK. Estudos tém demonstrado que
irregularidades na sinalizacdo pela CCK ou em suas fungbes gastrointestinais podem
contribuir para o desenvolvimento e persisténcia da obesidade(Bl; MORAN, 2002; ENES-
MARQUES et al., 2020; SAYEGH, 2013).

Em virtude do que foi mencionado, estudos sobre programacdo metabdlica sdo
importantes para elucidar as teorias sobre as consequéncias fisiologicas da supernutricdonos
periodos criticos do desenvolvimento e para criacdo de métodos de prevencdo ou tratamento
dessas condi¢des (COLOMBO; GUSTAFSON; CARLSON, 2019).

2.3. Estresse oxidativo e papel do dmega 3
O aumento da adiposidade corporal e os distirbios metabdlicos possivelmente

induzidos por esta condi¢do estdo associados ao estresse oxidativo. O estresse oxidativo é
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caracterizado pelo desequilibrio do sistema antioxidante; ou seja, pelo aumento das espéecies
reativas de oxigénio (EROs) e reducdo de defesas antioxidantes, como a diminui¢cdo da
atividade de enzimas desse sistema (RUPEREZ; GIL; AGUILERA, 2014). As EROs s&o
produzidas naturalmente pelo organismo; entretanto, quando numa desordem metabdlica,
essas moléculas sdo produzidas de maneira alterada, causando danos diretos e indiretos em
0rgdos. Obesidade, diabetes, doencas cardiovasculares e processos aterogénicos sao distirbios
onde se encontra aumento do estresse oxidativo. O estresse oxidativo também estd
relacionado a uma sintese irregular de adipocinas(FERNANDEZ-SANCHEZ et al., 2011).

Um aumento de &cidos graxos livres plasmaticos e um armazenamento exagerado de
gordura no tecido adiposo branco sdo caracteristicos do aumento da adiposidade corporal e
podem contribuir para 0 aumento da producdo de EROs (MANNA; JAIN, 2015). O aumento
da adiposidade corporal estd relacionado com uma série de distdrbios dos sistemas
bioquimicos e inflamatorios do organismo. Estudos relatam que a obesidade afeta a atividade
de enzimas antioxidantes, como a catalase (CAT), a superoxido dismutase (SOD), a
glutationaperoxidase (GPx) e a glutationa redutase (GRd), e pode interferir também em
antioxidantes ndo enzimaticos como minerais, vitaminas e polifendis (MARINELI et al.,
2015).

O estresse oxidativo ligado ao aumento da adiposidade corporal esta relacionado ao
aumento da secrecdo de citocinas pro-inflamatorias, e concomitantemente essas citocinas
podem provocar o desequilibrio do sistema antioxidante, formando um ciclo prejudicial ao
organismo (BHATTI; BHATTI; REDDY, 2017; DLUDLA et al., 2019). Em pacientes que
possuem diabetes mellitus do tipo 2, doenca relacionada a producdo falha ou resisténcia
insulinica, ocorre um aumento na producdo de EROs e menor atividade antioxidante. Uma
disfuncdo mitocondrial combinada com a desregulacdo das enzimas antioxidantes sdo fatores
cruciais para a geracdo cronica de EROs, o que pode contribuir para resisténcia a insulina
(POBLETE-ARO et al., 2018).

Pesquisas apontam que os acidos graxos poliinsaturados da série dmega-3 (PUFAs n-
3) apresentam efeitos benéficos em distdrbios metabdlicos e cardiovasculares, pois detém
propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias(YANG et al., 2019). Os &cidos graxos
poliinsaturados ®-3 (PUFA n-3) exibem papéis importantes na modulacéo de vias metabolicas
e imunologicas. Estes compostos estdo sendo associados de forma promissora a prevengao e
controle de sobrepeso e de disfungbes metabolicas provenientes dessa condig&o.
(ALBRACHT-SCHULTE et al.,, 2018; BELLENGER et al., 2019; FIGUEIREDO et al.,
2017; ZHANG et al., 2017). Os PUFA n-3 compde os fosfolipidios da membrana celular e
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exercem funcdo na regulacdo da expresséo génica. Estudos apontam que PUFA n-3 e seus
derivados podem contribuir para a diminui¢do dos niveis de TAG plasméticos e também do
peso corporal(MAGRONE; JIRILLO, 2015).

Um estudo recente investigou os efeitos benéficos da suplementacdo de PUFA n-3 em
situacdo de dano oxidativo associado a exposicdo ao manganés. Ratos Wistar machos foram
induzidos a lesdo hepatica e renal por exposicdo ao metal e suplementados com PUFA n-3.
Houve normalizacdo da atividade de enzimas antioxidantes como Superdxido dismutase
(SOD), Catalse(CAT), Glutationa Peroxidase(GPx) e Glutationa Transferase (GST) e
reducdodo estresse oxidativo hepato-renal e das respostas inflamatdrias, avaliados por
Espécies Reativas de Oxigénio e Nitrogénio (RONS) e peroxidacdo lipidica (LPO) e Oxido
Nitrico (NO); Interleucina 1 beta (IL-1B), mieloperoxidase (MPO) e Fator de Necrose
Tumoral Alfa (TNF-o)) biomarcadores de estresse oxitavido e inflamatorio, respectivamente,
além de diminuicdo dos biomarcadores de lesdo hepato-renal nos animais expostos e
suplementados quando comparados ao grupo exposto mas nédo suplementado (OWUMI et al.,
2020).

Outro estudo avaliou o efeito preventivo de PUFA n-3 em modelo experimental de
lesdo hepética induzida por estresse por restricdo ao frio com ratos albinos Sprague-Dawley
machos. Os animais suplementados expostos ao estresse demonstraram diminuicdo
significativa nos niveis séricos de corticosterona (CORT), alanina aminotransferase (ALT),
aspartato aminotransferase (AST) e fator de necrose tumoral-o. (TNF-0), como também
diminuicdo no conteddo demalondialdeido hepatico (MDA) e aumento nos niveis de
capacidade antioxidante total (TAC) em relacdo aos animais estressados sem suplementagéo
(ALI; RIFAAL, 2019).

O TNF-a trata-se de um dos fatores de transcricdo da via de sinalizagdo da proteina
quinase ativada por mitégeno (MAPK), proteina essa relacionada a mediacdo da inflamacéo e
apoptose. As vias que iniciam as cascatas de sinalizacdo da MAPK podem ser ativadas pelo
estresse oxidativo, estimulando a producdo de mediadores pro-inflamatorios (WANG et al.,
2018). A producdo de citocinas pré-inflamatorias como TNF-o e IL-1p também pode ser
controlada pela ativacdo da familia de fatores de transcrigdo fator nuclear-kappa B (NF-xB),
que por sua vez pode ser pode ser ativada por EROS. O aumento de TNF-a, assim como da
apoptose, podem induzir a sintese de EROs. Ou seja, cria-se um ciclo pro-inflamatério
vicioso, que pode agravar alguns disturbios como, as lesdes hepaticas (LI et al., 2017). Ja foi
visto na literatura que o 6mega-3 possui acdo atenuante sobre a producdo de TNF-a, e essa

acao e parcialmente mediada pela inativacéo da sinalizacdo do NF-kB(NOBRE et al., 2016).
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Pesquisas prévias evidenciaram que a suplementagdo com PUFAs n-3 também
apresenta efeitos benéficos durante a gestacdo, como aumento da duracdo da gestacdo,
aumento do crescimento fetal e reducdo do risco de complicacfes na gravidez. Os PUFAs de
cadeia longa séo transportados pela placenta para o feto, esse transporte é feito de maneira
direcional, preferencial e oportuna. Existe uma producdo naturalmente alta de EROs
placentaria,em razdo da alta atividade metabdlica intrinseca das células placentérias; dessa
forma, todos os principais sistemas antioxidantes estdo presentes e ativosno ambiente.
Estudos observaram que a suplementacdo materna comPUFA n-3 aumentou a expressao do
mMRNA e a atividade das principais enzimas antioxidantes, SOD e CAT, na zona do labirinto
placentéaria durante o terco final da gestagcdo de ratos(JONES; MARK; WADDELL, 2013,
2014; PERKINS, 2006).

O é&cido graxo essencial acido alfa linolénico (ALA), assim como seus metabdlitos
acido eicosapentaendico (EPA) e 4cido docosahexaendico (DHA) sdo PUFAs n-3
normalmente utilizados como suplementos durante a gravidez. Alguns beneficios descritos
desses acidos graxos sdo: regulacdo da funcdo metabdlica materna e fetal, reducdo da
inflamacédo, aumento da imunidade e diminuicdo da macrossomia, do estresse oxidativo, da
pré-eclampsia e do parto prematuro, melhor crescimento intrauterino e
neurodesenvolvimento.(ELSHANI; KOTORI; DACI, 2021).

Sley et al (2020) em seu artigo de revisdo demonstraram que gestantes suplementadas
com PUFAs n-3 no terceiro semestre apresentaram concentracdes mais baixas de 8-iso-PGF
20, e seu metabolito. 8-is0-PGF 2a € um produto da peroxidagdo lipidica e um excelente
marcador de estresse oxidativo in vivo, esse biomarcador é estavel durante a gravidez e
facilmente detectavel na urina. Esse resultado sugeriu uma diminuicdo do estresse oxidativo
materno durante a gravidez apds a suplementacéo.

As vias em que a suplementacdo com PUFAs n-3 agem atenuando o estresse oxidativo
permanecem incertas, entretanto existem hipoteses que as acdes possam correr através de
imunomodulacdo, diminui¢do da ativacdo de leucécitos e aumentode enzimas antioxidantes.
Como ja foi mencionado, células imunes quando ativadas sintetizam citocinas pro-
inflamatorias como por exemplo, TNF-a e Interleucina 6 (IL-6), essas citocinas por sua vez
promovem a geracdo de EROs. PUFAs n-3 ja sdo conhecidos por diminuir a producdo de
citocinas pro-inflamatorias (YANG et al., 2019).



23

2.4. Oleo de chia

A chia (Salvia hispanica L.) é uma planta herbéacea encontrada em regides tropicais e
subtropicais. A semente de chia e o seu 0leo derivado sdo muito consumidos atualmente, pelo
conhecimento dos inimeros beneficios que podem proporcionar ao organismo. A semente é
oleaginosa e possui em sua composi¢cdo proteinas, fibras alimentares, vitaminas, minerais e
acidos graxos poliinsaturados (PUFAS), principalmente o da série 6mega () - 3, 0 acido a -
linolénico (ALA) e também embora em menor quantidade, o da série w — 6, 0 acido linoléico
(LA)(FONTE-FARIA et al., 2019; IMRAN et al., 2016; RODRIGUEZ et al., 2019). Outro
composto que agrega muito valor nutricional s sementes de chia s&o os compostos fenolicos
principais responsaveis pela atividade antioxidante da semente (HRNCIC et al., 2020; MOHD
ALl etal., 2012; ULLAH et al., 2016; VILLANUEVA-BERMEJO et al., 2019).

O oleo da semente de chia possui como principais constituintes acidos graxos
essenciais. Assim como a semente, seu 6leo é rico em PUFAs, com uma distribuicdo
percentual de ALA em cerca de 54 a 67% e de LA em cerca de 12 a 21% do contetdo lipidico
total. A relacdo w-3 / ®-6 do Oleo de chia pode variar de 3,18 a 4,18, sendo esses valores
definitivamente mais elevados do que a maioria dos demais Oleos vegetais existentes
(IXTAINA et al., 2011; PARKER et al., 2018). Essa relagdo -3 / ®-6 é importante para
manter um equilibrio anti-inflamatério/pré-inflamatério do organismo e a proporcao ideal
sugerida na dieta é de 3 — 4/ 1 (w-3 / ®-6). Alteragdes nessa proporcdo sdo prejudiciais e
constituem importante fator de risco para doencas metabdlicas, inflamatorias, imunoldgicas e
cardiovasculares (YANG et al., 2019).

Somado a referida abundancia em PUFAs, o 6leo da semente de chia conta com
importantes componentes bioativos incluindo tocoferdis, polifendis, carotendides,
fosfolipidios e compostos fendlicos que podem favorecer, conjuntamente, a homeostase
metabolica (MARINELI et al., 2015).

Os polifendis que fazem parte da composicdo do Oleo de semente de chia sdo
conhecidos por apresentarem atividade antioxidante e contribuirem na prevencao de doencas
crbnicas como doencas cardiovasculares e diabetes mellitus(KASHI et al., 2019). Outro
composto bioativo encontrado no 6leo que possui efeitos contra doengas relacionadas ao
estresse oxidativo sdo os compostos fendlicos, atuando nas principais vias metabolicas
envolvidas no metabolismo energético, resposta inflamatoria, envelhecimento, relacionando-
se com doengas cronicas de alta prevaléncia (VILLEGAS-AGUILAR et al., 2020)

Como mencionado, 0 ALA e o0 LA sdo acidos graxos essenciais, pois ndo sdo

produzidos pelo nosso organismo. Os é&cidos docosahexaendico (DHA) e



24

eicosapentaendico(EPA) sdo PUFA n-3 e produtos finais principais do metabolismo de ALA,
e tem funcdo importante em processos metabdlicos e inflamatorios. Muitos estudos sobre 0s
beneficios dos PUFAs n-3 para o organismo tém focado no EPA e DHA, de origem marinha,
encontrados em peixes, e 0 DHA também encontrado em algas (FLOCK et al., 2013).
Entretanto, fontes alternativas de PUFAs n-3, com melhor custo beneficio e mais acessiveis
estdo ganhando espago, como as fontes vegetais e é nesse contexto que a chia vem se
destacando (OFORI-MENSAH et al., 2020).

Um estudo demonstrou que quando ratos alimentados com dieta rica em carboidratos e
gorduras eram submetidos a suplementacdo com sementes de chia, rica em ALA, ocorria
melhorana sensibilidade a insulina e a tolerancia a glicose, redugdoda adiposidade visceral,
diminuicdoda esteatose hepatica e da inflamacdo hepética e cardiaca sem alteracdes nos
lipidios plasmaticos ou na pressdo arteriaPOUDYAL et al., 2012). Em camundongos
submetidos a uma dieta obesogénica, a suplementacdo com éleo de chia desde o desmame
promoveu melhora no metabolismo da glicose e 0 escurecimentodo tecido adiposo
subcutéaneo, resultando em um fenotipo mais saudavel (DE SOUZA et al., 2020).

Estudos sobre os beneficios do ALA e demais compostos bioativos provenientes da
semente de chia estdo ganhando espaco, demonstrando resultados promissores.Portanto, seu

6leo derivado se tornou um componente eficaz para promocao a salde.

3 CONSIDERACOES FINAIS

Sabe-se que altera¢6es nutricionais em periodos criticos do desenvolvimento, como na
gestacdo ou nos primeiros meses apds 0 nascimento, em humanos e animais, podem
influenciar no perfil metabdlico e imunoldgico do individuo na infancia e/ou vida adulta. Isso
se da pela alta plasticidade genémica, podendo ocorrer modificagcGesna expressdo estavel de
genes da proxima geracdo por meio de alteracBesepigenéticas. Sendo assim a importancia da
nutricdo materna e também do neonato requer atencao e cuidados.

Em vista dos fatos apresentados, realcados pela alta prevaléncia de Doengas Cronicas
N&do Transmissiveis em nivel mundial, obesidade, dislipidemias, diabetes mellitus tipo 2,
doencas cardiovasculares e canceres, a busca por estratégias que possam contribuir para uma
melhor nutricdo materna e fetal s@o de significante importancia. O trabalho avaliou o0s
beneficios da suplementagdo materna com um Oleo de origem vegetal em uma prole
hiperalimentada na fase p6s-natal. Poucos trabalhos sdo encontrados nesse campo, por isso a

relevancia da pesquisa em questdo+++++++++++. Os dados apresentados neste trabalho séo a
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primeira evidéncia de que a suplementacdo materna com 6leo de chia apresenta possiveis

efeitos atenuantes das alteraces metabdlicas decorrentes da hiperalimentagdo pos-natal.
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RESUMO

A nutricdo materna, durante a gestacdo e a nutricdo do neonato, detétm uma influéncia
importante no metabolismo do individuo a longo prazo. A suplementagdo materna com
O6mega-3 tem se demonstrado eficaz na prevencdo e tratamento de patologias. Numa proposta
de programacdo metabolica esse trabalhoinvestigou potencial benéfico e a dosagem mais
indicada para suplementacdo materna com 6leo de chia, na possivel atenuacdo de desordens

metabdlicas induzidas na prole por hiperalimentagdo pds-natal, em camundongos machos
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Balb/c.Camundongos fémeas foram suplementadas desde o periodo de acasalamento até o
desmame da prole com 6leo de chia de origem comercial (OC), nas dosagens de 2,5 e 5g/kg
de peso corporal (PC)/dia. Apds o nascimento dos filhotes, as ninhadas foram reajustadas para
3-4 filhotes formando o grupo experimental que delineou o estudo, o grupo Hiperalimentacéo
pos-natal (H). Formaram-se os subgrupos H OC 2,5g/kg, H OC 5g/kg, H sem suplementacao,
e o0 grupo controle (C). Aos 70 e 120 dias de vida os animais do grupo H OC 2,5 exibiram
maior peso corporal quando comparados aos animais do grupo C e H. Esse grupo também
apresentou indice de Lee superior ao grupo C. No Teste de Tolerancia Oral a Glicose de 120
dias, a curva glicémica apresentou o grupo H com concentracdes mais elevadas de glicose nos
30min em relacéo aos grupos C e H OC 5, nos 60min em relacdo aos grupos H OC 2,5 e H
OC 5, e a area sob a curva exibiu a diferenca entre os grupos H e H OC 5. A glicemia em
jejum do grupo H OC 2,5 foi maior que a de todos os demais grupos analisados e também
apresentou triglicerideos hepaticos mais elevados que os grupos C e H OC 5. O perfil
lipidémico do figado também apresentou que a concentracao de lipidios totais dos animais do
grupo H OC 5 foram menores que o0s do grupo H. Em relacéo as analises de estresse oxidativo
ndo foram encontradas diferengas significativas entre nenhum dos grupos experimentais.
Desse modo, a dosagem de suplementacdo materna de 5g/Kg demonstra resultados mais
satisfatorios e promissores que a dosagem de 2,59/Kg, ja que se manteve ao nivel do grupo C
durante todo o processo, sem apresentar efeitos nocivos aos animais ao contrario da dosagem
de 2,5¢9/Kg. Mais pesquisas sdo necessarias para evidenciar como e quais 0s importantes

efeitos da suplementacdo materna com 6leo de chia em proles hiperalimentadas.

Palavras-chave: Programacio metabolica. Redugdo de ninhada. Glicemia. Omega-3.

Dosagem.
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1 INTRODUCAO

Experiéncias nos primeiros periodos do desenvolvimento sdo significativas e cruciais
para os anos de vida posteriores. A condicdo nutricional no periodo gestacional, assim como
no pos-natal pode determinar indmeros fatores metabolicos e fisioldgicos na vida adulta,
como o bem-estar e achance de desenvolver patologias, como obesidade e distrbios
metabolicos relacionados. Quando o feto e/ou 0 neonato sdo expostos a situacdes e estimulos
adversos, organismo lanca méo de adaptacdes para assegurar sua sobrevivéncia e isso pode
gerar uma memdaria permanente. Isso é possivel em funcdo da plasticidade genémica que
acompanha essa janela critica do desenvolvimento existente nesses periodos, fenémeno
nomeado programacao metabdlica [1,2].

Nesse cenario de possivel alteracdo na expressdo de genes destacam-se 0S eventos
epigenéticos, modificacdes hereditarias que ocorrem no DNA, porém sem alterar sua
sequéncia, mas que afetam a expresséo de genes, podendo provocar a alteracdes de fenétipos.
As modificacdes epigenéticas mais estudadas sdo metilacio do DNA, modificacbes de
histonas e RNAs néo codificantes [3].

Modelos experimentais vém sendo utilizados de forma exitosa na area da programacao
metabdlica, como o0 modelo de hiperalimentacdo pds-natal, induzido por reajuste de ninhada,
que evidencia consequéncias fisioldgicas para as fases posteriores [4]. Estudos utilizando o
modelo de supernutricdo neonatal revelaram que os animais submetidos a essa condigédo
apresentam sobrepeso, aumento de estresse oxidativo e diminui¢do das defesas antioxidantes,
hiperglicemia, hiperinsulinemia, alteragdes em hormoénios de regulacdo do apetite como a
leptina e também de repostas inflamatorias [5-10].

Nesse cenario de programacdo metabolica, anutrigendmica surge como ferramenta
importante, aliando a influéncia de fatores dietéticos sobre o genoma humano e como isso

pode influenciar no tratamento e/ou prevencao de disturbios na homeostase metabodlica de
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cada individuo. O consumo de determinados alimentos podem interferir de forma benéfica no
organismo, exemplos muito utilizado atualmente sédo os dleos vegetais e dentre esses, por
demonstrar alto valor nutricional o 6leo de semente de chia, vém ganhando destaque. E um
0leo rico em PUFAs, principalmente o acido linolénico (ALA; ®-3), em sua constituicdo €
possivel encontrar cerca de 54 — 67% do composto em sua composicdo lipidica. O ALA é o
precursor bioldgico doacido eicosapentaendico (EPA) e &cido docosahexaendico (DHA),
outra série de PUFAs ®-3, importantes eicosanoides envolvidos em processos metabdlicos e
inflamatdrios. Além do ALA, o 06leo também contém polifendis, compostos fendlicos
bioativos [17-20]. Devido a sua composicdo o 6leo de chia exibe poder antioxidante, anti-
inflamatdrio e potenciais benéficos frente a disturbios metabolicos [21-23].

Acidos graxos poliinsaturados (PUFAs) de cadeia longa, como os da série 6mega-3
(w-3) tém demonstrado efeitos potenciais efeitos na prevencao e intervencdo contra patologias
de origem metabdlica, inflamatdria e/ou imunoldgica [11-14]. Durante o periodo gestacional a
suplementacdo com PUFAs -3 é fortemente relevante. Estudos apontam que essa
suplementacdo traz beneficios para o neurodesenvolvimento fetal e neonatal, aumentodo
tempo de gestagéo, crescimento e desenvolvimento normal do feto, diminui¢cdo do estresse
oxidativo, além reduzir o risco de possiveis distlrbios gestacionais e a longo prazo na vida da
recém nascido [15-17]. Os polifenois e os compostos fendlicos, também encontrados no 6leo
de chia,apresentam atividade antioxidante e podem atuar em importantes vias metabdlicas
relacionadas ao metabolismo energético, resposta inflamatéria, envelhecimento, apresentando
acao contra doencas cronicas de alta prevaléncia.

Isto posto, esse trabalho avaliou a influéncia da suplementacdo materna com oleo de
chia em marcadores metabolicos na prole, na fase adulta. Buscou-se evidenciar qual a dose
mais efetiva (2,5 ou 5g/KgPC/dia) na atenuacdo das possiveis desordens induzidas por

hiperalimentag&ona fase pds-natal.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1. Animais

Esse trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFLA),
sob protocolo 050/2019, e foi conduzido no Biotério Multiusuario da Universidade Federal de
Lavras (UFLA). O periodo experimental teve duracdo de aproximadamente 180 dias.Para o
estudo em questdo foram obtidos no Biotério Central da UFLA, 11 camundongos fémeas e 5
machos da linhagem BALB/c, com idade entre 45-55 dias e peso médio de 269, para
formacdo dos grupos Hiperalimentados e Controle. Durante todo o periodo experimental 0s
animais foram mantidos em ciclo claro/escuro de 12 horas, com temperatura controlada 22 +
2 °C e consumo de ragdo padrdo (NUVILAB CR1®) e 4gua ad libitum. A geracdo F1, obtida
pelo acasalamento dos animais utilizados,somou-se em 36 camundongos machos, que foram

utilizados nas analises experimentais propostas pelo projeto.

2.2. Suplementacdo materna com 6leo de chia

Durante o periodo de acasalamento até o desmame da prole (21 dias ap6s o
nascimento), as maes foram suplementadas com Oleo de chia bruto de origem comercial,
marca Pazze, lote 05071-6, comprado no comércio da cidade de Lavras (Informacéo
nutricional ®-3: 6g/w6: 2g por porcdo de 13 mL).No total foram aproximadamente 56 dias de
suplementacdo materna. O 6leo de chia “comercial” (OC) foi testado em duas doses de
suplementacdo, 2,59/Kg e 5g/Kg de peso corporal (PC)/dia, compondo o0s subgrupos
Hiperalimentado + suplementacdo materna com 2,59 6leo de chia/kg/PC/dia (H OC 2,5) e

Hiperalimentado + suplementacdo materna com 5g 6leo de chia /kg PC/dia (H OC 5).
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2.3. Desenho experimental

Para o acasalamento, foi colocado em caixas um macho para cada trés fémeas, durante
14 dias. Apds esse tempo, as fémeas continuaram juntas até o nascimento das proles.

Durante esse periodo, de acordo com as doses pré-estabelecidas inicialmente (2,59/Kg
e 5g9/Kg PC/dia), os grupos foram subdivididos para que as maes recebessem a suplementacéo
oral (técnica de gavagem) com o 06leo de chia (OC) ou agua.

Trés dias ap0s o0 nascimento dos filhotes, as ninhadas foram reajustadas para formacao
dos grupos experimentais que delinearam o estudo:

H = Hiperalimentacdo pds-natal, com ninhada reajustada para 3-4 filhotes e mées sem
suplementacéo;

H OC 2,5 = Hiperalimentacdo po6s-natal, com ninhada reajustada para 3-4 filhotes e
mées suplementadas com 2,59 OC /kg PC/dia;

H OC 5 = Hiperalimentacdo pds-natal, com ninhada reajustada para 3-4 filhotes e
mées suplementadas com 5g OC /kg PC/dia;

C = Controle, com ninhada padréo (8-10 filhotes) e mées sem suplementacao.

A metodologia utilizada nesse estudo baseou-se na metodologia descrita por [4].

Apos o desmame, a geracdo F1 recebeu racdo padrdo (NUVILAB CR1®) e agua ad
libitum até completarem 120 dias de vida, quando foram realizadas as eutanésias. O desenho
experimental esta representado na Figura 1.

Aos 120 dias de vida ap6s um periodo de 12 horas de jejum, os animais foram
anestesiados intraperitonealmente com uma mistura de Ketamina (200 mg/kg), Xilazina (30
mg/kg) e algoddo umedecido em isoflurano colocado na regido nasal e, posteriormente,
eutanasiados por exsanguinacao cardiaca. O sangue coletado foi centrifugado para obtencéo
do plasma. O tecido adiposo epididimal (TAE) e o figado foram removidos, pesados e

armazenados em freezer -80°C, para as analisesposteriores.
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151 O peso corporal (PC) e o consumo alimentar dos animais foram monitorados
152  semanalmente, através de balanca eletronica, durante todo o periodo experimental. A
153  porcentagem de ganho de peso corporal foi calculada por (PF-PI/PI) x 100, sendo PF: peso
154  final (g) aos 120 dias e PI: peso inicial (g) aos 21 dias. O indice de Lee foi calculado a partir
155 da divisdo da raiz cubica do PC, em gramas, pela medida do comprimento do camundongo,

156  em centimetros, da ponta do nariz ao anus.

Camundongos linhagem BALB/c

3 fémeas por caixa + 1 macho

14 dias Periodo de acasalamento

Suplementacio materna com OC
(Periodo de acasalamento até o desmame)

/ \
0C 2,5g/Kg 0C 5g/Kg

21 dias gestagao Fémeas juntas até o nascimento da prole

ApOs nascimento — separagdo das maes e reajuste das ninhadas

C H HOC2)5 HOCS
8-10 filhotes 3-4 filhotes 3-4 filhotes 3-4 filhotes
Apos desmame, “— Desmame aos 21 dias de vida
alimentagao com
ragdo padrio e
agua.

70 dias de vida geragao F1 (machos) — TTOG
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Figura 1 — Desenho experimental. OC: Oleo de chia, C: Controle, H:
Hiperalimentado, H OC 2,5: Hiperalimentado + suplementacdo materna 2,59/Kg, H OC 5:
Hiperalimentado + suplementacdo materna 5g/Kg, TTOG: Teste de Tolerancia Oral a

Glicose.

2.4. Teste de tolerancia oral a glicose
O Teste de Tolerancia Oral a Glicose foi realizado aos 70 e 120 dias de vida dos
animais. Apos jejum de 12 horas os animais receberamsolucdo de D-glicose, em dose de 2
0/Kg PC, pela técnica de gavagem. A glicemia foi monitorada nos tempos 0, 30, 60, 90 e 120
minutos apds a infusdo de glicose, atraveés de uma gota de sangue da cauda, com auxilio de
um glicosimetro Advantage®. Os dados da glicemia sdo apresentados em mg/dL. A area sob

a curva (AUC) foi calculada através do programa GraphPad Prism verséo 6.0.

2.5. Perfil glicémico e lipidémico
As concentracles plasmaticas, em jejum, de glicose, triacilglicerol (TAG) e colesterol
total foram determinadas através de métodos enzimaticos colorimétricos, de acordo com 0s
sistemas comerciais Liquiform® (Labtest Diagndstica). As amostras foram preparadas e as
leituras das absorbancias realizadas em espectofotometro de acordo com as instrugfes do

fabricante.

2.6. Conteudo de lipidios hepaticos
Os lipidios foram extraidos por solventes organicos de acordo com a metodologia de
[24]. A extracdo lipidica secou-se em estufa a 37°C, por cerca de alguns dias e obteve-se a

quantidade total de lipidios extraidos.Para dosar o colesterol e triglicérides dos lipidios
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extraidos, ressuspendeu-seas amostras em 500 pL de isopropanol e realizou-se a dosagem

normalmente utilizando kits colorimétricos comerciais,Liquiform® (Labtest Diagnostica).

2.7. Estresse oxidativo do tecido hepatico e adiposo epididimal
Amostras de tecido hepético e adiposo epididimal (100mg de tecido acrescido de
1,0mL de PBS) foram homogeneizadas. Essa homogenato foi centrifugado a 12000 rpm por
10 minutos, a 4 °C e o infranadante foi armazenado a -20 °C. Proteinas totais das amostras
foram determinadas pelo método de [25]. A curva padrdo foi construida através de albumina
sérica bovina. Em uma placa de ELISA, 10uL de amostra foram pipetadas em triplicata, e
250uL de reagente de Bradford foram adicionados aos pocos. 10uL de agua foram utilizados

para o branco. O experimento foi lido em espectofotémetro a 630nm.

2.8. Dosagem de peroxidacao lipidica

A avaliacdo da peroxidagdo lipidica foi realizada pela determinacdo das substancias
reativas ao &cido tiobarbitdrico (TBARS), de acordo com[26]. Foi adicionado 1mL de solucdo
TBARS (contendo acido tricloroacético (TCA 15%), &cido tiobarbiturico (TBA 0,0375%) e
acido cloridrico (HCL 0,25 N)) nas amostras. Os tubos foram mantidos em banho-maria
fervente (100°C) por 15 minutos e entdo colocadas sob &gua corrente até esfriarem.
Posteriormente, foram adicionados 0,75mL de &lcool butilico, e as amostras foram
centrifugadas. A leitura foi realizada a 535nm. A concentracdo de TBARS foi expressa por

nmol de malondialdeido (MDA)/mg de proteina.

2.9. Dosagem de hidroperoxidos
A dosagem da concentracdo de hidroperdxidos foi realizada por meio do ensaio da

oxidacéo ferrosa do Xilenol Orange[27, 28]. O ensaio consiste basicamente na oxidacao de
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fons ferrosos (Fe®") a férricos (Fe**) sob condicdes acidas pelos hidroperéxidos, o indicador
utilizado Xilenol Orange, se liga ao ion férrico produzindo um cromoéforo azul-arroxeado.A

absorbancia foi lida a 560nm. Os resultados foram expressos por pumol/mg de proteina.

2.10. Atividade da enzima Catalase
A dosagem da atividade de catalase (CAT) se baseia no decaimento da absorbancia do
peréxido de hidrogénio (H20,) — (Abs240) pela metabolizacdo deste pela catalase (2H,0,=
2H,0 + O,) [29]. Em 100pL de homogenato das amostras foram acrescentados 2mL de
tampdo fosfato 50mM e50uL de solucdo de H,O, (0,3M) e lida a absorbancia no
espectrofotdbmetro em 240nm em 0 e 60 segundos. A atividade da CAT foi calculada
utilizando a seguinte equacdo: (absOseg-abs60seg/0,1)*diluicdo/mg de proteina. Os resultados

foram expressos por AE/min/mg de proteina.

2.11. Dosagem da enzima Superoxido dismutase
A dosagem da concentracdo da superoxido dismutase (SOD) € baseada na sua
habilidade de limpar o radical O,, diminuindo a razdo de auto-oxidagdo do pirogallol. Em
30uL foram acrescidos de 99uL de tampdo fosfato, 6uL de MTT (brometo de dimetiltiazol-
difeniltetrazolium) e 15uL de pirogallol. Apds 5 minutos de incubacdo a 37°C, a reacdo foi
parada com 150uL de DMSO (dimetil sulféxido) e a absorbancia lida a 570nm. O resultado

final é expresso em U SOD/mg de proteinas/mL[30] Adaptado.

2.12. Analises estatisticas
Os resultados foram expressos como média + desvio-padréo. Para analise descritiva
dos dados e testes de comparacdo de grupos independentes utilizou-se o software GraphPad

Prism®, versao 6.0. Para avaliacdo da distribuicdo normal das variaveis, foi realizado o teste



232

233

234

235

236

237

238

239

240

241

242

243

244

245

246

247

248

249

47
de Shapiro-Wilk. O teste de ANOVA OneWay seguido do pos teste Bonferroni foi utilizado

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

3 RESULTADOS
3.1. Pesos corporal e teciduais e consumo alimentar

O peso corporal da prole de camundongos foi aferido semanalmente durante todo o
processo experimental. Os valores que estdo apresentados na Figura 2 representam a afericéo
aos 21 dias, logo ap6s o desmame, e aos 70 e 120 dias.Ao desmame, o0 peso corporal foi
semelhante entre os grupos, mas a partir dos 70 dias de vida os resultados apontaram um
maior ganho ponderal no grupo H OC 2,5, com maior peso em relacdo aos grupos C e H (aos
70 e 120 dias). O peso dos animais H OC 5 manteve-se semelhante ao C em todo o periodo
experimental. Ao analisar a porcentagem de ganho de peso, no entanto, ndo foram observadas
diferencas entre os grupos analisados. De qualquer forma, o indice de Lee, parametro
utilizado para mensuragcdo da adiposidade, foi maior no grupo H OC 2,5 em relagdo ao C
(Tabela 1).0 consumo alimentar e o peso do figado ndo exibiram diferenca significativa entre
0s grupos estudados. Porém, surpreendentemente, o peso do tecido adiposo epididimal do

grupo H foi menor que o grupo C (Tabela 1).
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Figura 2 — Peso corporal, aos 21, 70 e 120 dias. Controle (C, n=9), Hiperalimentado
(H, n=8), Hiperalimentado + suplementagcdo materna com 6leo de chia 2,5g/kg PC/dia (H OC
2,5, n=10), Hiperalimentado + suplementacdo materna com 0leo de chia 5g/kg PC/dia (H OC
5, n=8). ** H OC 2,5 vs C(p<0,001) ™ H OC 2,5 vs H (p<0,0001)"" H OC 2,5vsC
(p<0,0001) **H OC 2,5 vs H (p<0,05).

Tabela 1 — Consumo alimentar, porcentagem de ganho de peso corporal, indice
de Lee e pesos teciduais (figado e tecido adiposo epididimal — TAE) dos grupos

experimentais.

Grupos
Analises C H HOC25 HOC5S
Consumo 6,393 £ 2,494 5,921 £1,220 7,255 £ 2,554 6,588 £ 2,991
alimentar (g/dia)
Porcentagem de 147,8+2216  1667+200  157,5+27,6 166,7 + 20,0
ganho corporal
(%)
indice de Lee 1,126 £ 0,023 1,138 £ 0,116 1,227 + 0,056 1,208 £ 0,054
Peso figado (g/g de
PC) 0,03838 £ 0,001  0,0397+0,005 0,03776 £ 0,004 0,04202 = 0,009
Peso TAE (g/g de
PC) 0,01632+0,019 0,009+ 0,003" 0,01363 + 0,003 0,01213 = 0,007

Controle (C, n=9), Hiperalimentado (H, n=8), Hiperalimentado + suplementacdo
materna com O6leo de chia 2,5 /kg PC/dia (H OC 2,5 n=10), Hiperalimentado +
suplementacdo materna com Gleo de chia 5 /kg PC/dia (H OC 5, n=8). * H OC 2,5vs C
(p<0,001) * H vs C (p<0,001).

3.2. MarcadoresMetabdlicos
Para investigar a tolerancia a glicose, foi realizado o TTOG aos 70 e aos 120 dias de
vida dos camundongos e, a partir da curva glicémica, foi obtida a area sob a curva (AUC),
representada na Figura 3. Os dados analisados ndo apontaram diferencas significativas entre

0s grupos aos 70 dias de vida (Figura 3 A e B). Entretanto, ao observar a curva glicémica do
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TTOG aos 120 dias o grupo H exibiu aumento da glicemia aos 30 min. (em relacdo aos
grupos C e H OC 5) e aos 60 min (em relacdo aos grupos H OC 2,5 e H OC 5) (Figura 3C).

Né&o obstante, a AUC apontou um aumento do grupo H em relagcdo ao H OC 5 (Figura 3D).
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Figura 3: Curva Glicémica (mg/dL)vs tempo (min) do Teste de Tolerancia Oral a
Glicose (TTOG) e AUC aos 70 e 120 dias de vida dos grupos experimentais. A e B: 70
dias. C e D: 120 dias.Controle (C, n=9), Hiperalimentado (H, n=8), Hiperalimentado +
suplementacdo materna com 6leo de chia 2,5 g/kg PC/dia (H OC 2,5, n=10), Hiperalimentado
+ suplementacdo materna com 6leo de chia 5 g/kg PC/dia (H OC 5, n=8).* H vs C (p<0,05) **
Hvs H OC 5 (p<0,001) %% H vs H OC 2,5 (p<0,001) * H vs H OC 5 (p<0,05).
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Tabela 2 — Glicemia e Perfil lipidico em jejum dos grupos experimentais.

Grupos
Analises C H HOC25 HOC5
Plasmético:
4,211 + 1,673 3,030 + 0,936 6,459 + 3,390 + 1,799
Glicemia (mmol/L) A AR 1,663 &4 R
Colesterol total 1,592 + 0,475 1524+0,839 1,406+ 0,623 1,162 + 0,639
(mmol/L)
Triglicerol 0694+0281  0437+0233 0711+ 0,377 0,777 + 0,684
(mmol/L)
Lipidios hepaticos:
Lipidios totais
(mg/g de figado) 4,979 + 0,786 5849+ 1630 4,122+ 1,869 3,500 + 1,338°
Colesterol
(mmol/L) 4,061 + 0,938 1,817+1509 3,108 + 1,803 3,166 + 1,268
Triglicerol 1,879+0,712  2432+1205 3,940 +2,349%" 1206+ 0,456
(mmol/L)

Controle (C, n=9), Hiperalimentado (H, n=8), Hiperalimentado + suplementacao
materna com Oleo de chia 2,5 g/kg PC/dia (H OC 2,5 n=10), Hiperalimentado +
suplementagdo materna com 6leo de chia 5 g/kg PC/dia (H OC 5, n=8). ~ H OC 2,5vs C
(p<0,05)%%% H OC 2,5 vs H (p<0,0001) *H OC 2,5 vs H OC 5 (p<0,001) * H OC 5 vs H
(p<0,05) * Desvio padrdo.

As analises plasmaticas revelaram niveis aumentados de glicose em jejum nos animais
H OC 2,5 em relagdo aos animais C, H e H OC 5 (p<0,5; p<0,0001 e p<0,005
respectivamente). Ja as concentracbes de triacilglicerol (TAG) e colesterol total foram
semelhantes entre os grupos. Na andlise tecidual, o grupo H OC 5 apresentou menor
concentracéo de lipidios totais no figado, em relagdo ao grupo H. Também observou-se que o
grupo H OC 2,5 apresentou um aumento significativo no conteddo hepatico de TAG em
relacdo aos grupos C e H OC 5, mas o conteddo de colesterol ndo apresentou alteracéo entre

0S grupos experimentais (Tabela 2).
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Para avaliar o estresse oxidativo tecidual, foram realizadas analises no tecido
hepatico(Figurad — A, B, C e D) e no TAE(Figura 5 — A, B, C e D). A avaliacdo da
peroxidacdo lipidica foi realizada pela determinacdo das substancias reativas ao acido
tiobarbitirico (TBARS). Foi também determinada a dosagem da concentracdo de
hidroperdxidos, produto de oxidacéo, além da concentracdo da superdxido dismutase (SOD) e
atividade da catalase (CAT), enzimas antioxidantes. Nas analises realizadas, ndo foi

encontrada nenhuma diferenca significativa entre os grupos estudados, tanto no figado quando

no TAE.
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Figura 4 - Estresse oxidativo hepatico.A)Substancias reativas ao 4acido

tiobarbitirico (TBARS).B) Concentracdo de hidroperdxidos. C)Concentracdo da Superdxido
dismutase. D)Atividade da Catalase. Controle (C, n=9), Hiperalimentado (H, n=8),
Hiperalimentado + suplementagdo materna com 6leo de chia 2,5 g/kg PC/dia (H OC 2,5,
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314  n=10), Hiperalimentado + suplementacdo materna com 6leo de chia 5 g/kg PC/dia (H OC 5,
315 n=8).
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318

319 Figura 5 — Estresse oxidativo no TAE.A)Substancias reativas ao &cido tiobarbiturico
320 (TBARS). B) Concentragdo de hidroperdxidos. C)Concentragdo da Superdxido dismutase.
321 D)Atividade da Catalase. Controle (C, n=9), Hiperalimentado (H, n=8), Hiperalimentado +
322  suplementacdo materna com 6leo de chia 2,5 g/kg PC/dia (H OC 2,5, n=10), Hiperalimentado
323  +suplementacdo materna com 6leo de chia 5 g/kg PC/dia (H OC 5, n=8).

324

325 4 DISCUSSAO

326 Num contexto de programacdo metabolica, a proposta do estudo em questdo foi
327  investigar se 0 6leo de chia suplementado na mae, desde o acasalamento até o final da
328 lactagdo, seria capaz de atenuar as possiveis desordens metabolicas na prole adulta,
329  consequentes da exposicdo a hiperalimentacdo ainda na fase pds-natal. Por se tratar de um

330 tema inovador, foi avaliado o efeito dose-resposta (duas doses de suplementagéo: 2,5g/Kg e
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59/KgPC/dia) em marcadores metabdlicos de importancia, de forma a identificar a melhor
dosagem dentre as utilizadas para se obter desfechos satisfatorios no modelo em questdo em
estudos posteriores.

No trabalho, o grupo H cujas maes ndo foram suplementadas com OC, néo apresentou
alteracdo de peso em relagcdo ao grupo C, o contrario do que era esperado para este modelo
experimental. Em modelos experimentais com redu¢dodo tamanho da ninhada, mudancas na
ingestdo de leite durante o periodo de amamentacdo geram um estado de supernutri¢cdo, onde
alteracdes metabdlicaspodem ser notadas, a longo prazo.Como nos trabalhos [9, 31-34] onde
reajustaram ninhadas de ratos Wistar para compor o modelo de hiperalimentacdo, e
demonstraram que 0s animais desenvolveram aumento de peso corporal precocemente, sendo
notado ja ao desmame e persistindo até a idade adulta.Anteriormente, em nosso grupo de
pesquisa, camundongos C57BL/6, foram submetidos a hiperalimentacdo pds-natal, e o
modelo em questdo induziu aumento do peso corporal aos 21 e 120 dias de vida(dados ainda
ndo publicados) [35].Cabe ressaltar que os animais H OC 2,5 demonstraram maior peso
corporal em relacdo aos animais C e H aos 70 e 120 dias de vida e o indice de Lee também foi
elevado, em relacdo ao C. Esse indice é considerado uma estratégia simples para mensurar
obesidade em experimentos sobre ganho de peso [36,37]. Diante desse resultado questiona-se
a possibilidade de que o OC suplementado na dose de 2,5 g/Kg PC/dia tenha impacto mais em
termos de contribuicdo calérica e menos sobre modulagdes metabolicas benéficas na prole das
mées suplementadas.

Sabe-se que o ALA encontrado no éleo da semente de chia é o precursor nutricional
do &cido docosahexaenodico (DHA) e do acido eicosapentaendico (EPA). O DHA esta
relacionado comdiversas fungdes no corpo humano, exercendo um papel fundamental no
desenvolvimento fisiologico e normal do individuo desde a fase embrionaria até o primeiro

ano de vida. EPA e DHA apresentam funcbes naadiposidade, modulacédo do perfil de acidos



356

357

358

359

360

361

362

363

364

365

366

367

368

369

370

371

372

373

374

375

376

377

378

379

380

54
graxos e metabolismo glicidico.A conversdo de ALA em seus metabolitos e sua acre¢do no
leite materno € um processo altamente regulado e para que aconteca de forma adequadaé
necessario quea quantidade de ALA ingerido pela mée seja suficientemente alta devido a sua
baixa transformacdo metabdlica em DHA (menos de 1%) [38,39].

Dados os fatos apresentados, a escolha da dosagem mais adequada para suplementacédo
do modelo em questdo mostra-se extremamente importante, e pode ajudar a elucidar os
resultados encontrados pelos animais do grupo H OC 2,5.Como mencionado, 0 consumo
alimentar manteve-se semelhante entre os grupos em todo o periodo experimental. Apesar
disso, os animais H apresentaram menor peso do TAE, em relacdo aos animais C, um
resultado inesperado e até entdo ndo compreendido pelo nosso grupo de pesquisa.

Em modelos de hiperalimentacdo pés-natal, alteracdes na homeostase de glicose e
lipidicapodem ser encontradas, com aumento da glicemia e tolerancia a glicose reduzida, o
que corrobora nossos resultados de forma geral [40-42].Sabe-se que 0sPUFAs n-3 sdo
essenciais para a nutricdo e salde geral, particularmente nas fases gestacional e poés-natal,
janelas criticas de desenvolvimento. Estudos tém apontado que a ingestdo dietética materna
precoce de PUFA n-3 pode impactar positivamente na homeostase glicémica e no perfil
lipidémico na prole adulta [43,44].A suplementacdo materna com PUFAs n-3 durante o
periodo gestacional e lactacdo induziu diminuicdo da glicose plasmaética basal, da secrecdo
hepéatica de TAG e da lipemia pés-prandial na prole adulta alimentada com dieta rica em
gordura ap6s o desmame, além do aumento da atividade das enzimas-chave do ciclo do acido
tricarboxilico,citrato sintase, a-cetoglutarato desidrogenasee isocitrato desidrogenase [45]. Em
dados ainda ndo publicados, nosso grupo de pesquisa avaliou os efeitos da suplementacao
materna com o6leo de peixe (1g/Kg PC/dia) na modulacdo de marcadores metabdlicos em
animais hiperalimentados em periodo pds-natal, a suplementacdo ocorreu durante os periodos

de acasalamento, gestacdo e lactagdo. A suplementacdo indireta preveniu a intolerancia a
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glicose, 0 aumento da glicemia em jejum, do colesterol total e LDL-c nos animais adultos,
além de elevar suas fracdes de HDL-c quando comparados aos animais do grupo H néo
suplementado [46].

O teste de tolerancia oral a glicose (TTOG) demonstra a capacidade do individuo em
manter a homeostase glicémica ap0s uma sobrecarga de glicose. Nesse estudo, observou-se
maior pico glicémico nos animais H aos 30 (em relacdo ao C e H OC 5) e 60 minutos (em
relacdo ao H OC 2,5 e H OC 5) ap0s ingestdo de glicose. Ademais, a glicemia de jejum dos
animais H OC 2,5 foi maior que todos os outros grupos analisados. Corroborando com 0s
dados anteriormente apresentados, o grupo H OC 5 apresentou AUC do TTOG aos 120 dias
reduzida, em relacdo ao grupo H; sugerindo que, possivelmente, o OC suplementado na
dosagem mais alta (5g/Kg PC) possa ter modulado positivamente 0 metabolismo energético
desses animais, com os efeitos potenciais de seus compostos bioativos sobrepondo o aspecto
caldrico geral.Estudos demonstram que podem existir elevac@es em marcadores bioguimicos
em animais supernutridos pds-natal em diferentes estagios da vida, como na homeostase da
glicose [9, 10, 31, 41, 47]. Em consonancia com a glicemia de jejum elevada, o grupo H OC
2,5 apresentou aumento significativo no contetdo hepéatico de TAG, comparado aos animais
C e H OC 5.Esses resultados compactuam com os achados de peso e indice de Lee desses
animais, indiciando umprejuizo na homeostase no grupo H OC 2,5. Em relacdo aos lipidios
hepaticos totais mais uma vez a suplementacdo materna com OC na dose de 5g/Kg PC gerou
menor conteldo na prole adulta, em relacdo ao grupo H.

Fica evidente que na prole hiperalimentada, cujas maes foram suplementadas com 6leo
de chia na dosagem de 5g/kg PC/dia, as alteracdes metabolicas foram atenuadas; o peso
corporal e as demais dosagens bioquimicas (teciduais e sistémicas) mantiveram-se
semelhantes aos animais C durante toda fase experimental. Dada a diferenca encontrada nos

resultados dos grupos que obtiveram suplementacdo materna com 2,5 e 5 g/Kg PC/dia,
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questiona-se a possibilidade de que o possivel potencial modulatério do OC possa apresentar
efeitos diversos, benéficos ou ndo, dependendo da dosagem utilizada, sendo necessaria,
portanto cautela na escolha da dosagem.

Admite-se que o modelo explorado nessa investigacdo apresentou limitacdes, visto
que algumas alteracbes metabdlicas esperadas ndo foram detectadas de forma significativa
nos animais expostos a hiperalimentacdo pds-natal, fato que limitou, em parte, uma concluséo
sobre o potencial modulatorio do 6leo sob estudo. Entretanto, os dados obtidos sdo novos e
poderdo subsidiar mais estudos sobre a tematica, posto que ja sdoperceptiveis alteracbes
metabolicas no grupo H, que podem ser indicio de desordens futuras na homeostase e
diferentes resultados entre os grupos suplementados maternalmente com dosagens distintas.
A0 nosso conhecimento, esse € o primeiro trabalho a investigar, sob a hipdtese de
programacdo metabolica, os efeitos indiretos da suplementacdo com 6leo de chia. Acredita-se
gue essa limitacdo apontada justifica-se, em parte, pela linhagem utilizada.

A linhagem de roedores utilizada nesse estudo foi a de camundongos BALB/c, esses
animais possuem homogeneidade genética e comumente sdo utilizados em estudos
imunolégicos e cardiovasculares e também na producdo de anticorpos monoclonais a partir de
plasmdcitos [48-50].Estes animais tambem sdo utilizados em estudos sobre transtornos na
homeostase metabodlica, no entanto, a grande maioria dos trabalhos na area de pesquisa
envolvendo programagdo metabdlica tem utilizado ratos Wistar ou camundongos C57BL/6,
por aparentemente serem mais recomendados na investigacdo de distdrbios metabdlicos.
Estudos relatam que animais da linhagem BALB/c parecem apresentar certa resisténcia as
alteracdes no metabolismo [50,51].Portanto, o trabalho relata dados inéditos expondo os
resultados do comportamento da linhagem Balb/c frente a exposicdo a programacao

metabdlica por hiperalimentacdo pds-natal.
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O aumento da adiposidade estd intimamente relacionado ao aumento da geracdo de
EROs e ao estresse oxidativo, podendo ser uma condi¢do precoce no desenvolvimento de
doencas cronicas que estdo relacionadas a obesidade. Estudos com modelos de
hiperalimentacdo pds-natal tém demosntrado reducédo na atividade de enzimas antioxidantes,
como SOD, CAT, GPx e aumento de dano oxidativo no tecido hepético [4, 10, 32, 46].
Surpreendentemente, 0 modelo de hiperalimentacdo aqui explorado néo exibiu alteragcdes dos
marcadores de estresse oxidativo nos tecidos adiposo epididimal e hepatico, fato que
impossibilitou analisar o potencial modulatério do éleo de chia nesse contexto.

Em suma, os achados apontam a dosagem de 5g/Kg PC, como a melhor opcao para a
suplementacéo indireta com o 6leo de chia, dentre as exploradas. No entanto, o grupo admite
ainda ser necessario o aperfeicoamento do modelo de programacéo metabolica ora proposto e
entende que possivelmente a linhagem Balb/c possa ndo ser a melhor opcdo para esse tipo de
investigacdo.Mais pesquisas sdo necessarias para elucidar o potencial beneficio da
suplementacdo materna com o 6leo de chia e os dados inéditos dessa pesquisa poderdo
subsidiar investigacbes mecanisticas futuras nas desordens metabdlicas e inflamatérias. Os
resultados apresentados neste trabalho sdo a primeira evidéncia de que a suplementacédo
materna com 06leo de chia pode apresentarpotencial atenuante nas alteracdes metabdlicas
decorrentes da hiperalimentacdo pés-natal, e que a dosagem escolhida é ponto chave para
resultados positivos, podendo haver diferenca entre os efeitos encontrados, dependendo da

dose utilizada.
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