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TITULO: RESPOSTA INFLAMATORIA AGUDA NA PROLE EM FUNCAO DA
INGESTAO DE DIETA OCIDENTALIZADA POR RATAS DO PERIODO DE
PRE-CONCEPCAO ATE A LACTACAO.

Resumo: A dieta € um dos fatores mais determinantes do estado de saude dos
individuos. Para além dessa condicdo, as respostas do organismo aos estados
patologicos e farmacos também dependem do estado nutricional. E, cada vez
mais a ciéncia comprova que o estado nutricional e/ou a alimentacdo materna
no periodo de concepcéo e apds o parto (lactacdo) influenciam em longo prazo
ndo apenas na saude dos seus descendentes, mas também na resposta
fisiolégica a tratamentos com farmacos e a estados patoldgicos. Diante dessas
evidéncias, o estudo teve como objetivo avaliar a resposta inflamatoria e acéao
farmacoldgica da nimesulida em filhotes machos descendentes de maées
alimentadas com dieta ocidentalizada do periodo pré-gestacional até o final da
lactacdo. Para o alcance dos objetivos foram formados inicialmente 2 grupos de
ratas em funcéo da dieta ofertada (dieta controle e ocidentalizada do periodo
pré-conceptivo até gestacao) e 3 grupos na lactacao assim denominados: Grupo
controle (GC,n=6) alimentados com dieta comercial padrdo de biotério; Grupo
com dieta ocidentalizada do periodo pré-gestacional até gestacao (GOg, n=6) e
Grupo com dieta ocidentalizada do periodo pré-gestacional até a lactacao (GOg|,
n=6). Nas ratas foram acompanhadas a evolug&o ponderal, o consumo alimentar
e a glicemia de jejum do periodo pré-gestacional até ao fim da lactacao. Apés o
desmame, todos os filhotes receberam dieta padrdo de biotério e foram
acompanhados até a idade de 60-63 dias de vida. Os grupos de filhotes seguiram
a mesma denominacao dos grupos maternos, formando o GCf (filhotes controle,
n=12), GOgf (filhotes ocidentalizado gestacdo, n=12) e GOglf (filhotes
ocidentalizado gestacdo e lactacdo, n=12). O estudo recebeu aprovacao do
Comité de ética sob o protocolo n.0034/2016 e foram acompanhados:
crescimento corporal e medidas sométicas, dados bioquimicos e a resposta
inflamatéria frente & agéo da carregenina e do farmaco nimesulida. Para analise
estatistica foram utilizados os testes de normalidade de Kolmogorv Smirnov,
teste “t” de Student, analise de variancia Anova one-way e two-way, seguidos do
pos-teste de Tukey. Considerada a significancia de 5%. Como resultados,
verificamos que o peso corporal ndo foi alterado ao nascimento, mas, aos 60
dias de vida, os grupos oriundos de méaes alimentadas com dieta ocidentalizada
eram 11% mais pesados que os controles (GCf=258,9+26,0g; GOgf=294,918,2g;
GOglf=291,1+21,2g. p<0,01). Os grupos oriundos de méaes com dieta
ocidentalizada também exibiam maior comprimento corporal e circunferéncia
abdominal, mas sem diferengas no IMC. O GOglf também mostrou hiperfagia
com consumo de alimento 20% maior que os demais grupos, alterada resposta
bioquimica e uma resposta inflamatoria a carregenina um pouco mais elevada,
mas com acao de inibicdo da nimesulida semelhante entre 0s grupos



ocidentalizados. O exposto nos permite concluir que a resposta inflamatoria da
prole oriunda de mées alimentadas com dieta ocidentalizada desde o periodo
pré-conceptivo até o nascimento ou até a lactacdo é alterada de forma
semelhante.

Palavras-chaves: dieta ocidental; gestacao; lactacéo; prole; inflamacéo

Introducéao.

O padréao alimentar ocidental, popularmente conhecido pelo consumo da
dieta ocidentalizada e, frequentemente adotado por paises desenvolvidos ou em
desenvolvimento, consiste no consumo excessivo de gorduras saturadas e
carboidratos refinados, caracterizado pela elevada ingestdo de fast foods e
produtos industrializados, carnes vermelhas, derivados lacteos integrais e
bebidas com elevado teor de agUcares simples. Em adicéo, limita a ingestédo de
alimentos fonte de vitaminas, minerais e fibras, essenciais a manutencdo da
saude (NAZNI, 2014; COELHO et al., 2015). No Brasil, mudancas vém ocorrendo
desde as ultimas décadas, onde se tem notado a ado¢cédo do padrédo alimentar
ocidental, de forma simultdnea com a maior disponibilidade de alimentos
processados, que se elevou em 400%nas Ultimas décadas (BEZERRA et al.,
2014).

Estudos reforcam que o padrdo alimentar, principalmente quando
relacionado a dieta ocidentalizada, influencia no metabolismo e na composicéo
corporal (FERRO-CAVALCANTE et al., 2014), tendo repercussées sobre o
desenvolvimento da aterosclerose (MARTINS & SILVA; SALDANHA, 2007),
processos pro-inflamatérios, pré-trombéticos(TAHERIPOUR et al., 2014) e,
consequentemente, maior risco de doenga cardiovascular (TAIN et al., 2015).

Concomitantemente, alteracdes nutricionais iniciadas durante o periodo pré-
gestacional e que persistem até o periodo pos natal, podem levar a uma
populacdo de descendentes com desordens metabodlicas associadas a um
expressivo aumento nas prevaléncias de sobrepeso e obesidade, evidenciado

na populacio brasileira e em diversos outros paises (FAVARO et al., 2015).

A obesidade € uma doenca metabdlica cronica que atinge pessoas de todas
as idades e classes sociais (ECKEL et al., 2005; WHO, 2003; WANG et al.,



2002), caracterizada pelo acumulo excessivo de gordura corporal (ABEP, 2011),
constituindo grave fator de risco para o desenvolvimento de doengas cronicas
ndo transmissiveis (hipertensdo, diabetes e cancer, entre outros), que em
conjunto respondem por 72% dos 6bitos no Brasil (MINISTERIO DA SAUDE,
2015). Destaca-se também o papel do tecido adiposo ndo apenas como local
armazenador de gordura corporal, mas, com importante funcdo enddcrina
(BULLO et al., 2003) que pode conduzir o individuo a um estado sub-clinico de
inflamacéo cronica (SIRIWARDHANA et al., 2013). A exemplo cita-se a secrecéo
da leptina, fator de necrose tumoral alfa (TNF-d) e adiponectina (AHIMA, 2006),
que possuem caracteristicas anti e pro-inflamatérias (NASCIMENTO; RIBEIRO;
OYAMA, 2009) no processo inflamatério associado a obesidade e suas
comorbidades. Diante de um quadro inflamatorio, que pode ser potencializado
pela obesidade, farmacos anti-inflamatérios (a exemplo da nimesulida) sé&o
prescritos e sua eficacia pode atuar de forma distinta entre os organismos devido
a alteracdes subclinicas de um estado nutricional que pode receber marcas

epigenéticas desde sua formacao.

Neste contexto, o estudo tem o objetivo de investigar os efeitos do consumo
da dieta ocidentalizada pela mae, desde o periodo pré-gestacional até o
desmame, sobre o desenvolvimento da resposta inflamatéria aguda em seus
filhos, quando tratados ou ndo com nimesulida. O estudo também lanca como
hip6tese que quanto mais prolongado for o periodo de alimentacdo materna
desequilibrada mais repercutira na saude dos filhotes.

Material e Métodos

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

Veterinaria, localizado na Universidade Federal Rural de Pernambuco — UFRPE.

Todos os procedimentos experimentais descritos a seguir foram submetidos
a analise e aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da UFPE

sob o numero de protocolo 0034/2016 (ANEXO A) e estdo conforme as



resolucoes e diretrizes determinadas pelo CONCEA (Conselho Nacional de

Controle Experimentacao Animal) (MCTI, 2014).
5.1Animais, habitacado e dieta

Dezoito fémeas primiparas e nove machos da linhagem Wistar (Rattus
novergicus albinus), advindos da colénia do Departamento de Nutricdo da
Universidade Federal de Pernambuco, foram acasalados (proporcdo de duas
fémeas para um macho) e a gestacdo confirmada pela visualizacdo de
espermatozéides na secrecao vaginal. As ninhadas foram compostas por 8
filhotes (machos:fémeas na proporc¢éo de 4:4 ou 4:3), onde apenas 2 machos de
cada matriz foram utilizados para analise. No biotério de criacdo do
Departamento de Nutricdo (DN) os animais foram mantidos sob temperatura de
22 + 1°C, umidade relativa de 60% e ciclo de luz invertido (periodo claro: 20:00h
as 8:00h; periodo escuro: 8:00h as 20:00h).

O desenho experimental do presente estudo compreende as matrizes do
Grupo controle [GC (n=6)], que receberam racdo comercial durante todo o
periodo de acompanhamento; as matrizes do Grupo ocidentalizado [GO (n=12)]
que receberam a racdo experimental ocidentalizada desde o periodo pré-
gestacional até o final da gestacdo [GOg (n=6)]e, as matrizes do Grupo
ocidentalizado gestacao e lactacao [GOgl (n=6)], e as que receberam a racéo
ocidentalizada do periodo pré-gestacional até a lactacdo. Apos o desmame,
todos os filhotes dos distintos grupos passaram a receber alimentacdo padrao
comercial até o final do periodo experimental. Assim, em funcdo da dieta
materna, e da selecao aleatéria de 2 filhotes por mée, os grupos de filhotes foram
assim formados: (GCf, n=12; GOgf, n=12 e GOglf, n=12).

A dieta experimental ocidentalizada ofertada do periodo pré-gestacional até
a lactacdo seguiu diretrizes preconizadas pela American Institute of Nutrition
Rodent Diet-93 para crescimento (AIN-93G), com alguns ajustes para o padrao
ocidental e palatabilidade, e, foi confeccionada no Departamento de Nutricdo da
UFPE. Sua composicdo foi baseada e adaptada pelo proposto por Ferro
Cavalcante et al. (2014), com os devidos ajustes apresentados na tabela 1.



Tabela 1: Distribuicdo centesimal dos macronutrientes das racdes ofertadas as

matrizes do grupo controle e ocidentalizado.

Ragéo/ Macronutriente Caloria* Carboidrato* Proteina® Lipidio*

Racé&o Controle
(comercial) 3,6kcallg 63% 26% 11%

Racéo Ocidentalizada 4,6kcal/g 45%** 21% 34%

*Quilocaloria por grama de racéo.
**Das fontes de carboidratos totais, 22% correspondeu a frutose sintética;*contribuicéo
do percentual cal6rico de cada macronutriente em relacéo ao valor energético total.

Os calculos da composicdo centesimal de macronutrientes foram de
acordo com os valores fornecidos pelos produtores (ragdo padrao comercial -
Presence®) ou pelos fabricantes dos produtos (ocidentalizada) e corroborada
pela andlise no Laboratorio de Experimentacao e Andlise de Alimentos (LEAAL)
do DN da UFPE. Na tabela 2 encontra-se descrita a composi¢do da dieta
ocidentalizada. Por todo o periodo de experimentacdo, dieta e 4gua foram
ofertadas ad libitum.

Tabela 2: Composicdo centesimal da dieta experimental ocidentalizada de

crescimento (g/100g de racao/dieta).

Ingredientes Quantidade (g/100g)
Amido de milho 8,00
Farinha de rosca 4,00
Rac&o comercial de biotério (Presence®) 8,00
Biscoito maisena chocolate 5,00
Farinha de soja 3,00
Caseina (Roster®) 20,00
Celulose (Roster®) 2,00
AcUlcar cristal 15,00
Frutose sintética (Doce menor®) 10,00
Mix Sais Minerais (AIN 93G) (Roster®) 2,50
Mix Vitaminas (Roster®) 0,70
Colina (Roster®) 0,25
Metionina (Roster®) 0,25
BHT (Roster®) 0,014

NacCl 0,30




Glutamato Monossaddico 1,00

Oleo de soja 4,00
Banha de porco 5,00
Manteiga 3,00
Margarina (85% lipidio) 4,00
Creme de leite (20% lipidio) 4,00

Adaptado de: FERRO CAVALCANTE et al. (2014).

Determinacdo do consumo alimentar e coeficiente de eficiéncia alimentar

Oconsumo alimentar das matrizes (desde o periodo pré-gestacional até o
desmame) e de suas proles, do periodo pés-desmame (22° dia) até os 60 dias
de vida, foi aferido a cada 48hatravés de balanca digital BEL, modelo L2102,
com capacidade para 2,1kg e variacédo de 0,01g. Para obtencéo da quantidade
de dieta ingerida, foi realizado o calculo da subtracdo entre o peso inicial da
racao ofertada e a sobra restante na gaiola a cada 48h e o total acumulado em
uma semana. O coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA) foi determinado para
as matrizes durante o periodo pré-gestacional, de acordo com a avaliacdo do
ganho de peso de cada grupo em relacdo ao seu consumo alimentar, a partir da
divisdo do ganho de peso total (g) pela ingestdo alimentar total (kcal)
(LEVIN;TRISCARI; SULLIVAN, 1986).

Determinacao da evolucao ponderal

A aferigdo do peso corporal foi realizada semanalmente nas matrizes (de
7:00h as 8:00h da manha) do periodo pré-gestacional até o desmame. Os das
respectivas proles foi aferido ao nascimento (dia 01), ao desmame (21° dia), e,
aos 60 dias de vida. Todos pesados em balancga digital BEL, modelo L2102, com
capacidade para 2,1kg e variagao de 0,01g. Ao final do periodo experimental,
medidas antropométricas de comprimento (extensdo do focinho ao anus),

circunferéncia abdominal e indice de massa corporal (IMC) foram obtidos.

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

alimentadas com dieta ocidentalizada

Aos 60 dias de vida, 36 filhotes machos de ratos Wistar (n=12/grupo) foram
subdivididos, conforme tratamento farmacolégico, e submetidos a avaliagao da
resposta inflamatéria aguda, através da avaliagao do volume do edema de pata

induzido por carragenina, no Laboratério de Farmacologia e Produtos Bioativos



do CB. Formaram-se entéo, seis grupos, onde apenas trés [GCf-N (n=6), GOgf-
N (n=6) e GOgIf-N (n=6)] foram tratados com o farmaco Nimesulida (Medley®,
50mg/1ml de solugéo oral) administrado intraperitonealmente. Este modelo de
aplicagao, favorece a rapida dissipagao do farmaco para circulagéo, ja que a
cavidade peritoneal possui grande area de absor¢cdo (HOWLAND; MYCEK,
2007), enquanto que os outros trés grupos [GCf (n=6), GOgf (n=6) e GOgIf (n=6)]
nao foram tratados.
A descrigao das etapas resume-se a:

A) Animais do grupo nao tratado (GCf/GOgf/GOgIf) receberam uma injecao
subplantar de Carragenina tipo IV (Sigma-Aldrich®) (0,1mL), preparada
comercialmente (1% w/v em solugéo salina), na pata traseira esquerda.

B) Animais dos grupos tratados (GCf-N/GOgf-N/GOglf-N) foram submetidos
ao mesmo procedimento descrito acima, porém, previamente tratados
com Nimesulida (10mg/kg; v.i.p) quarenta e cinco minutos antes da
injecdo subplantar do agente edematogénico (carragenina) (MENEZES,
2016).

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

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

O volume da pata na qual foi injetado o0 agente edematogénico foi medido em
Pletism6metro digital (Panlab — Harvard Apparatus, Modelo LE 7500) antes ou
basal (Tempo = 0 min.) e 30, 60, 90, 120, 180 e 240 minutos apds a injecédo da
carragenina, para que tanto a fase precoce como a tardia da inflamacéo aguda
pudesse ser avaliada (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005). A variacdo do volume das
patas foi expressa em mililitros pela diferenca registrada no volume das patas
antes (T=0 min.) e apds a injecdo do agente edematogénico ao final de cada

intervalo de tempo.

A intensidade da resposta inflamatéria (volume do edema) exibida pelos

grupos que sofreram tratamento farmacologico com Nimesulida foi comparada



ao seu controle, sendo a atividade anti-edematogénica (ou percentual de
inibicdo) da Nimesulida foi calculada através da equacdo abaixo, em termos de
porcentagem de inibicdo, de acordo com o proposto por Karthikeyan e Deepa
(2011).

(%) = [(Vc- Vt) / V] x 100

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

A avaliacdo dos resultados da severidade da resposta inflamatoria aguda foi
obtida de acordo com os valores absolutos obtidos do edema de pata e analisada
através de comparacdo intragrupo (GCfvsGOgfvsGOgIf) e entre grupos
(GCfvsGCf-N, GOgfvsGOgf-N e GOglfvsGOglf-N). Em adicdo, o percentual de
alteracdo do volume da pata, quando comparada ao seu grupo controle (100%),
também foi considerado.

Determinacgao do perfil bioquimico e hematolégico

Apos determinacdo dos parametros murinométricos (crescimento
somatico), uma incisao vertical na regidao abdominaldos animais foi realizada
para obtencdo de amostras sanguineas (5mL) através de puncéo intra-cardiaca
para determinacao das variaveis bioquimicas [Albumina sérica,PCR, glicemia de
jejum,  triglicerideos,  aspartatoaminotransferase @ (AST) e alanina
aminotransferase (ALT)] e contagem total dos leucécitos.

A amostra sanguinea foi centrifugada a 2500g, por 20 minutos,para
obtencao do soro e, em seguida o mesmo foi armazenado em freezer, a -20°C,
para posterior analise. As analises bioquimicas foram realizadas no Laboratério
de Doencgas Metabdlicas e Nutricionais da UFRPE, através do uso de um

analisador automatico Labmax 400® e reagentes especificos Labtest®.
Andlise estatistica

A analise estatistica e construgao dos graficos foram realizadas no software
Graphpad Prism® 5.0 e os resultados obtidos expressos em média + desvio
padrao. O teste de Kolmogorov Smirnov foi utilizado para avaliar a normalidade
das variaveis. Para avaliagdo dos parametros maternos do periodo pré-

gestacioal ao nascimento foi utilizado o teste “t” de Student. Para avaliagéo de 3



ou mais amostras de peso corporal, consumo alimentar, glicemia de jejum
materna, volume do edema de pata e porcentagem de inibicdo da
Nimesulidafoiutilizado o teste de variancia ANOVA two-way de medidas
repetidas, seguido do pés-teste de Tukey, quando observada diferenga entre os
grupos. Para analise dos parametros bioquimicos, foi utilizado o teste de
variancia ANOVA one-way, seguido do pos-teste de Tukey, quando observada
diferenca entre os grupos. Para fins estatisticos foi considerado o nivel de

significancia de p<0,05 (5%).

RESULTADOS
MATRIZES (evolugao ponderal, glicemia de jejum e consumo alimentar)
PERIODO PRE-GESTACIONAL

O peso médio das ratas no inicio do periodo experimental foi de 50,3+10,3g.
Neste momento dois grupos foram formados, segundo a intervencao dietética
(GC = Grupo Controle com uso de racdo comercial e GOg e GOgl = Grupos
Ocidentalizado — racdo experimental ocidentalizada até a gestacdo e até a
lactacdo, respectivamente). Ao chegar a idade adulta, média de 13 semanas
apos o inicio do estudo, as ratas alimentadas com dieta ocidentalizada
apresentaram diferencas de peso corporal de 50g ou em torno de 21% a mais
gue o controle (GC=238,5+13,6g e GO= 288,75+£20,49, p<0,05).

Durante a avaliagdo do consumo alimentar médio semanal foi possivel
observar no GO (GOg + GOglque seguiam a mesma dieta) uma ingestao
alimentar inferior, em torno de 40% (GC= 137,5+35,3g e GO: 80,6+13,5q,
p<0,01), desde a primeira semana de oferta da alimentagdo (Figura 1A).
Contudo, ao se avaliar a ingestédo energética, observa-se que esta nao difere em
todas as semanas (apenas na 2%, 32,, 6%, 82, 93, e 132), provavelmente pelo
maior valor energético da dieta experimental, apesar da ingestdo quantitativa

22% menor no grupo GO comparado ao GC durante todo o periodo (Figura 1B).
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Figura 1: Ingestéoalimentar (A)e energética (B)das matrizes durante o periodo pré-gestacional.
GC = Grupo Controle; GO = Grupo ocidentalizado (GOg + GOgl).G=Gramas. S=Semanas. *vs
GC. ANOVAtwo-wayde medidas repetidasseguido do teste de comparacdo mdultipla de Holm-
Sidak (p<0,01).

Ao avaliar o ganho de peso em funcdo do total de dieta ingerida
(Coeficiente de Eficiéncia Alimentar- CEA), observa-seum valor de 10% para o
GC e 17% para o GO (GC=0,10+£0.02; GO=0,17+0,05, p<0,01), ou seja, mesmo
com menor ingestéo de alimento, oGO demonstrou maior eficiéncia de ganho de

peso em funcdo da quantidade de alimento ingerido.

A determinagédo da glicemia de jejum aos 30, 60, 90 e 120 dias de vida
evidenciou, para o GC, valores de 82,11+5,88mg/dL; 86,33+4,84 mg/dL;
88,71+8,22 mg/dL; 88,66+6,80 mg/dl,respectivamente. Enquanto que, para o
grupo GO, foram segundo o0s respectivos intervalos: 81,38+7,39 mg/dL;
88,83+5,80 mg/dL; 95,61+4,88 mg/dL; 128,92+8,24 mg/dL, com a diferenca
encontrada no 120° dia de vida (p<0.001) (Figura 2).
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Figura 2: Acompanhamento da glicemia de jejum das matrizes do GC e GO, durante o periodo
pré-gestacional, aos 30,60,90 e 120 dias de vida. GC = Grupo controle; GO = Grupo
ocidentalizado.mg/dL: Miligrama por decilitro. *vs GC. Anova Two-way de medidas repetidas

seguidas pelo pés-teste de Tukey (p<0,001).



GESTACAO

A média semanal da ingestdo alimentar e energética apresentou uma
reducdo em torno de 30% no GO comparado ao GC. Na figura 3A podem ser
observados que tanto a quantidade de alimento de acordo com a semana
gestacional (GC:138,6+30,4g; 173,3+30,2g; 193+56,8g e GO: 96,4+20,7¢;
100,8+£13,8q; 115,5+22,3g, respectivamente para 12, 22 e 32 semana, p<0,01),
quanto a ingestédo energética, (GC: 499,0+109,6 kcal; 623,9+108,5kcal; 694,9+
204,6kcal, respectiva a 12, 22, 32 semana; e 0 GO: 443,3+95,4 kcal; 463,6+63,6
kcal; 531,4 +102,4 kcal, respectivo a 12, 22, 32 semana de gestacédo, P<0,00),
foram reduzidos no grupo com dieta ocidentalizada (Figura 3B). Na figura 3C
vemos a evolucdo ponderal das gestantes neste periodo (GC: 252,6+12,2¢;
268,6+13,2g; 303,7+15,3g. GO: 290,8+16,5g; 306,5+19,3g; 343,2+23,4q,
p<0,01, para a 13,22 e 32 semana gestacional, respectivamente), onde observou-
se que apesar da menor ingestdo alimentar e energética as ratas, as do GO

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

de gestacéo, conforme Figura 4.

160 -
140 - P—'H i
120

100 W

80

Glcem B gngidl)

&0 T T T
is 25 35

semanas de gestacic

Figura 4. Glicemia de jejum das matrizes do GC e GO, por semana gestacional. GC: Grupo
controle. GO: Grupo Ocidentalizado. Mg/dL: miligrama por decilitro. S: Semana. *vs GC. Anova

two-way de medidas repetidas seguido pelo pds-teste de Tukey(p<0,001).

LACTACAO

Ao inicio da lactacao, o GO foi subdivido em GOg e GOgl, de acordo com
a intervencdo dietética, conforme ja descrito no desenho experimental.
Curiosamente, apesar do GOg ter consumido ragdo comercial no periodo da
lactacdo, as diferencas dos valores glicémicos permaneceram 30% maiores. O
consumo alimentar do grupo GOg (dieta comercial) e GOgl (dieta ocidentalizada)
mostraram-se diferente nas 3 semanas comparados ao GC. Contudo, a ingestao
energeética s6 mostrou diferenca na 22 e 32 semanas nos grupos GOg e GOgl
comparados ao GC (Tabela 3). Na média do periodo, o consumo energético foi
cerca de 40% menor nos grupos GOg e GOgl comparados ao GC. A menor
ingestao de dieta controle no grupo GO pode ser decorrente da palatabilidade



modificada ou do poder da dieta ocidentalizada em exercer, em longo prazo,

influéncia sobre o metabolismo, mesmo quando ndo € mais consumida.

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

durante a 12, 22 e 32 semana de lactagao.

SEMANA DE LACTACAO

GRUPO 12 22 32
Glicemia de jejum
GC(mg/dL) 94,11+5,96 97+7,05 97,77+6,47
GOg(mg/dL) 128,22+6,07* 126,11+5,60* 123,66+6,70*
GOgl(mg/dL) 124,66+7,74* 124,44+6,32* 126,44+5,59*

Peso corporal

GC (9) 258,80+11,50 258,10+16,20 260,20+12
GOg (9) 285,00+12,50* 275,50+10,40* 276,10+8,30*
GOgl(g) 296,30+18,10* 293,90+16,40* 286,30+14,30*T

Consumo alimentar (g/dia)

GC (g/dia) 34,96+8,57 40,23+6,07 43,03+6,29
GOg (g/dia) 21,78+2,83* 25,59+3,00* 26,56%3,07*
GOgl(g/dia) 18,14+3,28* 19,92+4,36* 20,97+4,69*

Consumo energético (g/dia)

GC (kcal/dia) 125,89+30,80 144,8+21,9 154,91+22,70
GOg (kcal/dia) 78,40+10,18 92,12+10,81* 91,64+20,04*
GOgl(kcardial) 83,46+15,08 95,60+11,04* 96,45+21,58*

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

gestacional até o 21° dia de gestagdo. GOgl: Grupo ocidentalizado do pré-gestacional até o
desmame.mg/dL: Miligrama por decilitro. g: Gramas.*vsGC.TvsGOg. ANOVAtwo-way de
medidas repetidas, seguida do pés-teste de Tukey (p<0,001).

PROLE
ANTROPOMETRIA E CONSUMO ALIMENTAR

As diferencas entre a composi¢do nutricional das dietas consumidas, a

quantidade ingerida e o peso corporal das ratas nao refletiram alteracées no



peso médio da prole ao nascer (GCf=6,5+0,5g; GOgf=6,4+0,5g; GOglf=6,5+0,8(,
p=0,55), no niumero de filhotes por ninhada (GCf=10,44+1,66; GOgf=11,88+2,31,
GOgIf=11,55£2,12, p=0,13) ou na propor¢ao fémea:macho por ninhada. O peso
meédio ao nascer das fémeas segundo a dieta materna foram: GCf=5,33+1,00;
GOgf=5,66+1,50; GOgIf=5,66+1,22 (p=0,51); e, para os machos: GCf=5,11+1,16
e GOgf=6,22+1,30; GOgIf=5,88+1,36 (p=0,07).

Ao desmame, diferencas ponderais também nao foram observadas (p>0,05).
Contudo, aos 60 dias de vida essa diferenca pb6de ser vista entre 0s grupos
ocidentalizados, quando comparados ao GC (GCf=258,9+26,0q;
GOgf=294,9+8,2g; GOglf=291,1+21,2g. p<0,01) (Figura 9). Porém, nenhuma
diferenca foi encontrada entre o peso corporal dos grupos GOgf e GOglf
(p>0,05).
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Figura 5: Avaliacdo ponderal do GCf, GOgf e GOgIf ao nascimento (0d), ao desmame (21d) e
aos 60 dias de vida. GCf: Filhotes do grupo controle. GOgf: Filhotes do grupo que recebeu ragédo
ocidental do periodo pré-gestacional até o 21° dia de gestacdo. GOglf: Filhotes do grupo que
recebeu racéo ocidental do periodo pré-gestacional até o desmame.g: Gramas. d: Dias. *GOgf e
GOglf vs GCf. ANOVA two-way de medidas repetidas, seguido do pés-teste de Tukey (p<0,01).

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

GOglf terem além do maior peso, maior comprimento.



O consumo alimentar médio semanal da prole, avaliado desde o 22° até o
60° dia de vida, variou ao longo das semanas de observacdo, conforme
demonstrado na figura 6, onde pode ser observado aumento da ingestédo
alimentar do GOgf, quando comparado ao GCf (GOgf: 144,2g e GCf:
118,49,p<0,05) na segunda semana apos desmame. A partir da 4 semana de
acompanhamento pdde ser observado aumento do consumo alimentar da prole
GOglf, guando comparado aos demais (42 semana: GOglf: 159,69, GOgf: 138g
e GCf: 130g, p<0,05; 5% semana: GOglf: 168,3g, GOgf: 132,89 e GCf: 130,6¢;
p<0,001).
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Figura 6:Média semanal da ingestdo alimentar da prole GCf, GOgf e GOglf, do 22° ao 60° dia
de vida. GCf: Filhotes do grupo controle. GOgf: Filhotes do grupo que recebeu racao
ocidentalizada do periodo pré-gestacional até o 21° dia de gestagcdo, com ragdo comercial

durante lactacdo. GOglf: Filhotes do grupo que recebeu racdo ocidentalizada do periodo pré-
gestacional até o desmame. g: Gramas. S: Semanas. *GOgf e GOgIf vs GCf; #GOng vs GOgf.
ANOVA two-way de medidas repetidas, seguido do pés-teste de Tukey (p<0,01).

SEVERIDADE DA RESPOSTA INFLAMATORIA AGUDA

Quando avaliada a intensidade da resposta inflamatoria entre os grupos nao
tratados nao foram observadas diferencas (p>0,05). Este resultado pode ser
decorrente de uma adaptagdo metabdlica da méae por ter ingerido dieta
ocidentalizada desde a concepcéo, néo refletindo na exacerbacédo da resposta

inflamatoria aguda de seus filhos aos 60 dias de vida, mesmo com maior



alteracdo no volume da pata aos 120min (+15%), 180min (+26%) e 240min
(+22%) observada no GOgIf e, aos 240min (+37%) no GOgf.

Na Tabela 4 € possivel observar as alteracées de volume do edema da pata
traseira esquerda dos animais nao tratados, apds aplicacdo do agente
edematogénico (carragenina). Apenas o fator tempo mostrou-se significativo nos
grupos [F (5,75)= 34,89, p<0,0001], mas, nenhuma diferenca entre os grupos foi

observada.

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

regido subplantar (0,1mL).

EDEMA DE PATA (mL)

TEMPO/GRUPO GCf (n=6) GOgf (n=6) GOglf (n=6)
30 minutos 0,24+0,07 0,11+0,02 0,20+0,08
(100%) (-54%) (-17%)
60 minutos 0,31+0,13 0,24+0,03 0,29+40,13
(100%) (-22%) (-6%)
90 minutos 0,44+0,23 0,38+0,05 0,43+0,11
(100%) (-14%) (-2%)
120 minutos 0,54+0,08 0,54+0,05 0,62+0,17
(100%) (100%) (+15%)
180 minutos 0,49+0,22 0,50+0,10 0,62+0,17
(100%) (+2%) (+26%)
240 minutos 0,27+0,09 0,37+0,07 0,33+0,12
(100%) (+37%) (+22%)

Resultados expressos em média+DP. Comparagao intragrupo. GCf: Filhotes do grupo controle.
GOgf: Filhotes do grupo ocidentalizado que recebeu dieta ocidentalizada até o 21° dia de
gestacdo e dieta comercial durante a lactacdo.GOglf: Filhotes do grupo ocidentalizado que
receberamdieta ocidentalizada até o desmame. ( % )Percentual de alteracdo do volume da pata
em relacdo ao GCf. ANOVAtwo-way de medidas repetidas (p>0,05).

Quanto a avaliacdo da eficacia farmacoldgica da nimesulida, medida a
partir da capacidade da mesma em evitar o aumento do edema e expressa em

percentual, foi demonstrado que a partir de 90min, ambos os grupos alimentados



com dieta ocidentalizada apresentaram uma resposta elevada quando

contrastada com a resposta do controle (P=0,012) (figura 7).
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Tabela 5: Pardmetros bioquimicos dos animais ndo tratados e tratados com

Nimesulida, aos 60 dias de vida.

PARAMETROS BIOQUIMICOS/

GRUPO

ANIMAIS NAO TRATADOS

GCf (n=6) GOgf (n=6) GOglf (n=6)

Leucograma(mil/mm3)

7.014+1.01  10.130+1.54* 10.330+1.37*

Proteina C Reativa (mg/L)

5,93+0,11 6,01+0,08 6,13+0,16

AST (UL)

35,35+8,18 56,76+16,00 64,92+20,81*

ALT (U/L) 132,7+37,62 107,9+42,51 124,4+46,95
Colesterol Total (mg/dL) 52,48+16,17 61,09+14,66 57,50+12,69
Glicemia de jejum (mg/dL) 96,5+7,14 107+6,98 118,5+19,10*
Triglicerideos(mgy/dL) 25,84+7,16 34,45+8,53 30,59+8,54
Albumina (g/dL) 2,33+0,09 2,26+0,05 2,26+0,08

ANIMAIS TRATADOS

GCf-N (n=6) GOgf-N (n=6) GOglf-N (n=6)

Leucograma(mil/mm3)

6,33+1,11 10,11+1,20% 15.74+1.86%1

Proteina C Reativa (mg/L)

5,94+0,12 5,99+0,26 6,09+0,42

AST(UIL) 39,37+7,58 40,59+4,098 45,73+2,73¢

ALT(UNL) 143,60+32,4 154,10+21,16 160,70x£18,04
0 3

Colesterol Total (mg/dL) 57,60+22,21 71,47+13,80 70,29+9,50

Glicemia de jejum(mg/dL) 114,5+13,42 116+10,80 119,8+23,50

Triglicerideos(mg/dL) 27,16x6,57 32,98+7,33 30,83+6,09

Albumina(g/dL) 2,25+0,10 2,27+0,08 2,30%0,05

Valores expressos em média + DP. Comparacao intra e entre grupos. GCf: Filhotes do grupo

controle. GCf-N: Filhotes do grupo controle tratados com nimesulida. GOgf: Filhotes do grupo

ocidentalizadogestagcdo. GOgf-N: Filhotes do grupo ocidentalizado gestacao que foram tratados

com nimesulida. GOglf: Filhotes do grupo ocidentalizado gestacéo e lactagdo. GOgIf-N: Filhotes

do grupo ocidentalizado gestacdo e lactacdo e que foram tratados com nimesulida. AST:

Aspartatoaminotransferase. ALT: Alanina aminotransferase. mil/mm3: mil por milimetro

cubico.mg/dL: miligrama por decilitro. U/L: Unidade por litro. g/dL: grama por decilitro.

*vsGCf.*vsGCf-N.TvsGOgf-N. BvsGOgf.4vsGOglf. Anova One way, seguido do pds-teste de

Tukey (p<0,05).



DISCUSSAO

A dieta ocidentalizada ofertada as mées antes da concepcéo foi efetiva para
gerar aumento de peso corporal (21% maior que o controle) e hiperglicemia
persistente nas matrizes do GO (36% maior que o controle). Esta alteracéo de
peso das maes nao foi refletida em maior peso ao nascer na prole. Mas, em
meédio prazo, ambos os filhotes de méaes alimentadas até a gestacdo ou até a
lactacdo mostraram maior peso corporal, aumento da circunferéncia e
adiposidade abdominal, elevado consumo alimentar, e alteragdo da homeostase
da glicose no grupo GOglf, apesar dos filhotes receberem racdo comercial (dieta
controle) apos o desmame.Os resultados deste estudo corroboram com achados
prévios, onde foram observadas repercussfes adversas no estado nutricional e
metabolico da prole a depender do estado nutricional (RAMONIENE et al., 2017)
e da alimentacdo materna (KUNZ; KING, 2007. CATALANO et al., 2009).

As matrizes que ingeriram dieta ocidentalizada também mostraram reducao
da ingestdo de alimento, fato ja observado em estudos anteriores (MORAIS ,
2012) e que pode esta relacionado com o aumento de lipidios causando aumento
da saciedade (KONTUREK et al, 2004). A presenca de lipidios no trato
gastrintestinal provoca a liberacdo de horménios intestinais, a exemplo da
colecistocinina, peptideo semelhante ao glucagon 1 e peptideo YY, assim como
retardo do esvaziamento gastrico (LITTLE; HOROWITZ; FEINLE-BISSET, 2007;
LITTLE E FEINLE-BISSET, 2010). Esses fatores em conjunto, contribuem para
supressdo da fome, e, consequentemente, reducédo da quantidade de alimento
consumido. O aumento da glicemia materna e possivel incremento de acidos
graxos circulantes oriundo da dieta ou da sintese enddgena, também podem

reduzir o apetite.

As diferencas observadas nas matrizes ndo repercutiram no tamanho da
ninhada, propor¢do macho:fémea e peso de seus filhos ao nascimento. Fato
semelhante ao observado por Connor et al. (2012), que utilizou uma dieta
ocidental experimental contendo 45% de lipidios e Purcell et al. (2011), que
ofertou uma dieta com 60% de gordura nas matrizes durante a gestacao e

lactacdo. Esta indiferenca mantem-se ao desmame, onde também néo foram



observadas diferencas ponderais entre as proles, indo contra ao encontrado por
Ferro Cavalcante et al., (2014), que observou aumento ponderal de 14% na prole
exposta a dieta ocidental e Vitoréli et al. (2015), que observaram ndo s6 maior
peso, como também maior adiposidade corporal aos 21 dias de vida da prole de
maes obesas expostas a racao hiperlipidica (45% de lipidios) durante a gestacao
e lactacdo. Tal diferenca parece ser justificada pelo teor de lipidios das dietas
experimentais, onde, no presente estudo, o percentual de gordura ofertado foi
de 34%, sendo inferior aos demais. A diferenca também pode ser por alteracdes
metabdlicas no organismo materno visto que a dieta foi ofertada antes do periodo
gestacional, ou ainda, pela composicao de acidos graxos da mesma que interfere
no processo de metabolizacéo e oxidacéo da gordura.

As alteracdes do estado nutricional da prole podem ser percebidas aos 60
dias de vida onde diferencas antropométricas puderam ser observadas, nos
grupos ocidentalizados (GOgf e GOglf). Encontramos maior peso corporal,
comprimento e circunferéncia abdominal, e sem diferencas de IMC. Estes
achados corroboram com o encontrado por Bayol et al., (2007) que, ao ofertar
uma dieta ocidental as matrizes durante a gestacdo e lactacdo, observou
aumento ponderal e da circunferéncia abdominal na prole aos 70 dias de vida.
Similar também ao observado por Srinivasan e cols. (2006), que observaram que
ratas que consumiam dieta hiperlipidica do periodo pds-natal precoce até o final
da lactac&o tinham descendentes com maior peso corporal apés os 60 dias de
vida.

O aumento ponderal e de circunferéncia abdominal observados na prole do
presente estudo, provavelmente, pode ser decorrente de alteracdes epigenéticas
consequentes as modificacdes covalentes das histonas e/ou metilacdo do DNA
(SUTER et al., 2011). Estas alteracbes podem influenciar vias do SNC
relacionadas ao comportamento alimentar culminando em maior ingestdo de
alimento/energia resultando em hipertrofia dos adipécitos devido ao
armazenamento do excesso energético sob forma de triacilglicerois (MIELKE et
al., 2006. GOULARTE et al., 2012).

No GOglf foi observado persistente hiperfagia quando comparado ao
controle. Isso sugere uma modulacao do sistema nervoso central em decorréncia

da longa exposicdo a racdo ocidental (gestacdo e lactacdo) e ao estado



nutricional materno. Esse achado corrobora com o observado por Chang e cols.
(2008), que detectaram em filhotes de maes que consumiram dieta rica em
gordura durante a gestacdo e lactagdo mudancas na atividade de peptideos
neurais relacionados a regulacdo da fome e da saciedade. Estes autores
advogam que pode ter ocorrido proliferacdo e diferenciacdo de neurénios, com
migracdo para &reas hipotalamicas onde h& expressdo de peptideos
orexigénicos, influenciando na produgédo de mudancas comportamentais e

fisiolégicas em longo prazo.

Ao analisar as repercussdes da alimentacdo e estado nutricional materno
sobre a severidade da resposta inflamatéria aguda em seus filhos foi possivel
observar que entre os grupos nao tratados (GCf, GOgf, GOgIf) ndo houve
diferencas. Esta ausencia de significancia pode sugerir que 0 excesso de peso
materno decorrente da adocdo da dieta ocidentalizada desde o periodo pré-
gestacional pode ter levado a uma adaptacdo metabdlica nas matrizes ou ainda
ser decorrente do periodo de observacao. Esse achado corrobora com o descrito
por Pantham, Aye e Powwel (2015), que evidenciaram que alteracdes nos teores
de citocinas inflamatorias do plasma de maes obesas desde o periodo pré
gestacional ndo refletem modificacées similares na circulacdo fetal. Dessa
forma, os prejuizos da inadequacdo alimentar e nutricional materna,
provavelmente, estdo mais associados ao impacto da inflamacéo exacerbada na
funcdo placentaria do que na exposicdo do feto ao excesso de fatores
inflamatérios (AYE et al., 2014), ndo implicando necessariamente em um
aumento da severidade da resposta inflamatéria aguda nos descendentes na

vida mais tardia.

Contrario aos resultados do presente estudo, ratos com obesidade
geneticamente induzida, mostraram maior resposta inflamatéria em grupos néo
tratados apOs 4horas de inicio da injuria  (IANNITTI e cols, 2012). No entanto,
vale destacar que nesses animais, 0 acumulo de gordura pode situar-se em
cerca de 40% do peso corporal 0 que pode potencializar as repercussoes da
obesidade no processo inflamatério (CLEARY et al., 1980). Diferente deste
estudo, onde apesar de nédo ter sido mensurado a composi¢cdo corporal, a
diferenca de peso total estava apenas 20% maior que o controle, o que pode

justificar a diferenca da severidade da resposta inflamatéria entre os grupos.



Quando avaliados os grupos tratados com o farmaco versus 0s grupos nao
tratados, o estudo mostra que o edema nos grupos nao tratados € mais
exacerbado. Este fato ja € esperado visto queo AINE utilizado atua na inibigdo
seletiva e acentuada da enzima COX-2, a qual esta relacionada com a
biossintese de prostandides inflamatorios formados a partir do acido
araquidoénico (PHAM et al., 2016), provendo uma reducdo da producdo de
exudatos e prostaglandinas pro-inflamatorias, exercendo efeitos benéficos sobre

a inflamacéo.

Dentre os grupos de descendentes tratados (GCfN, GOgfN e GOgIfN) foi
verificado que o percentual de inibicdo da nimesulida se mostrou superior a partir
dos 90 e 120 minutos, para o GOgIfN e GOgfN, respectivamente, sugerindo uma
maior acdo da nimesulida com intuito de amenizar o desequilibrio entre os
mediadores anti e pré-inflamatérios. A nimesulida é rapidamente distribuida apés
administrada (volume aparente de distribuicdo: 0,18 - 0,39 L/Kg) e se liga
fortemente a albumina (cerca de 99%). Dessa forma, menos de 1% da
concentracdo total plasmatica estaria disponivel para se distribuir nos tecidos
extra vasculares, como o tecido adiposo, ndo propiciando alteracédo da eficicia
farmacolégica da nimesulida em animais com maior gordura corporal (SOUSA,
NETO E PARTATA, 2016),

O impacto da adaptacdo metabdlica decorrente da oferta de dieta ocidental
desde o periodo pré-gestacional até o final da lactacdo também pdde ser
observado na glicemia dos expostos até a lactacdo e no leucograma de ambas
as proles que foram expostas a dieta ocidental no inicio da vida. De acordo com
Masuyama e Hiarmatsu (2012) modificacdes epigenéticas ocorridas in utero
podem alterar o fenétipo da prole de maes alimentadas com dieta elevada em
gordura de forma a comprometer a acdo de células beta pancreéticas da prole
culminando com uma intolerancia a glicose e estado hiperglicémico na vida
adulta. Apesar do presente estudo nao ter realizado a dosagem da insulina ou o
teste oral de tolerancia a glicose, ja € sabido também que a dieta ocidental,
guando consumida até o desmame, leva a reducéo da tolerancia a glicose na
presenca de hiperinsulinemia (SRINIVASAN et al., 2006), justificando os

achados observados no GOglf.



Igualmente, a exposicdo do feto a mée com hiperglicemia e dieta elevada
em gordura pode criar um ambiente placentario lipotéxico, favoravel a sintese de
citocinas pro-inflamatorias, favorecendo o recrutamento de células imunes fetais
(CHALLIER et al., 2008) e aumento de sinais inflamatérios (SABEN et al., 2014).
Este ambiente inflamatério pode influenciar aspectos da neurogénese e
inflamagé&o hipotalamica onde o sistema imune do feto em desenvolvimento pode
responder com producdo de citocinas pro-inflamatdrias e possivel “resposta
imunologica” denominada de “imunidade inata treinada” mantendo um fenétipo
pré-inflamatério mesmo na vida adulta (CESAR; PISANI, 2017). Estes achados
podem explicar em parte a exacerbada contagem de leucdcitos observada nos
grupos oriundos de mées alimentadas com dieta ocidentalizada.

Os resultados do presente estudo destacam importante achado no que se
refere ao processo inflamatério em grupos de filhotes descendentes de maes
gue se alimentaram com dieta ocidentalizada antes da concepcao. Os resultados
indicam que apesar do aumento de leucécitos, indicando um estado inflamatoério
subclinico nos grupos ocidentalizados, ndo houve prejuizo a resposta de eficacia
da nimesulida. No entanto, a extensdo da dieta até o periodo de lactacdo
mostrou alteragcdo na glicemia de jejum. Em adicdo, alguns parametros do
crescimento somatico foram evidenciados na prole e alteracdes fisio-metabdlicas
foram observadas nas maéaes corroborando o efeito adversos da dieta
ocidentalizada para a mée e a progénie. Ressaltamos também que este estudo
constitui um dos poucos a explorar sobre a importancia da dieta materna
ocidentalizada, iniciada desde o periodo pré-gestacional até o final da gestacéo
ou ao final do desmame, sobre a resposta inflamatéria aguda de seus
descendentes e sobre como ocorre a atuacado da Nimesulida neste contexto e
neste periodo do inicio da vida adulta.
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