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RESUMO

QUITETE, Fernanda Torres. Influéncia da suplementacéo materna com diferentes tipos de
6leos no periodo de lactacé@o sobre parametros endocrino-metabolicos das proles em curto e
longo prazos. 2018. 90 f. Tese (Doutorado em Fisiopatologia Clinica e Experimental) —
Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2018.

Alguns dleos considerados saudaveis sdo comumente utilizados na alimentacéo,
inclusive em periodos criticos da vida. Assim, avaliamos os efeitos da suplementacdo materna
com os Gleos de soja, oliva, peixe e coco na lactagdo sobre o metabolismo das proles em
PN21 e PN180. Ao nascimento, mdes Wistar e seus filhotes foram divididos em 4 grupos
(Experimento 1): Oleo de Soja (SO, n=09); Oleo de Oliva (00, n=10); Oleo de Peixe (OP,
n=10) e Oleo de Coco (OC, n=10); ou em 3 grupos (Experimento 2): Oleo de Soja (SO,
n=09); Oleo de Coco (OC, n=10) e Oleo de Coco + Rago suplementada com 6leo de coco
(OC+R, n=05). As mdes receberam os 6leos por gavagem (0,5g/kg PC) durante a lactacéo.
Em PN21 ocorreu o sacrificio de mées e parte da prole. No experimento 2, o grupo OC+R
recebeu Oleo de coco na racdo durante toda a vida. No PN180, todas as proles foram
sacrificadas. Em PN 21, as mées do grupo OO apresentaram menor adiposidade, e seus
filhotes apresentaram maior peso corporal (PC) e adiposidade. As maes OC apresentaram
menor glicemia; os grupos OO, OP e OC apresentaram maior colesterol plasmatico; o grupo
OO apresentou maiores niveis de triglicerideos plasmaticos que OS. As maes dos grupos OO,
OP e OC apresentaram menor T4 plasmatico, e as do grupo OP e OC, maior T3 que OS. As
mées OC apresentaram maior conteudo de triglicerideos e menor leptina no leite que os outros
grupos. As maes OO e OC apresentaram mais colesterol e calorias no leite que OS. Em PN21,
os filhotes do grupo OP e OC apresentaram apenas menores niveis de triglicerideos que OS e
OO. Em PN180 (experimento 1) OO e OC apresentaram maior PC e adiposidade que OS, mas
s6 OC apresentou hiperfagia em relacdo ao OS. A leptina foi maior no plasma de OO e OC
em relacdo a OS, e no tecido adiposo dos grupoS OO e OC comparados aos OS e OP. Os
grupos OO, OP e OC apresentaram maiores niveis de T3 plasmatico, sem alteracdes em
marcadores da fungao tireoideana (TSH, TRB1, Dio 1, Dio 2 e UCP-1). No experimento 2, 0s
grupos OC e OC+R tiveram maior PC, sendo que o OC teve aumento de adiposidade e OC+R
teve aumento de massa magra. OC apresentou hiperfagia, e OC+R hipofagia. O grupo OC
apresentou aumento de leptina no plasma e tecido adiposo em relacdo a OS e OC+R. O grupo
OC+R apresentou menor T4 que OC, e OC apresentou maior T3 e TSH que OS, sem alterar
TRpB1, Dio 1, Dio 2 e UCP-1. Os o6leos de coco e de oliva foram capazes de alterar a
composicao do leite materno e provocar alteracdes enddcrino-metabolicas nas proles a curto e
longo prazos e a exposi¢do continua ao 6leo de coco durante a vida preveniu a maioria das
alteracdes causadas pela suplementacdo materna com este 0Oleo.

Palavras-chave: Programagdo metabdlica. Obesidade. Oleo de coco. Oleo de oliva. Oleo de

peixe. Oleo de soja. Alimentos funcionais.



ABSTRACT

QUITETE, Fernanda Torres. Influence of maternal supplementation with different types of
oils during lactation period on endocrine-metabolic parameters of offspring in short and long
term. 2018. 90 f. Tese (Doutorado em Fisiopatologia Clinica e Experimental) — Faculdade de
Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

Some oils considered healthy has been commonly used, even in critical periods of life.
Here, we studied the effects of maternal supplementation with soybean oil, olive oil, fish oil
and coconut oil during lactation on the offspring metabolism at PN21 and PN180, and the
impact of coconut oil exposure throughout life. At birth, Wistar dams and their pups were
divided into 4 groups (Experiment 1): Soybean oil (SO, n=09); Olive Qil (OO, n=10); Fish
Oil (FO, n=10) and Coconut Oil (CO, n=10); or 3 groups (Experiment 2): Soybean oil (SO,
n=09); Coconut Oil (CO, n=10) and Coconut oil + Chow supplemented with coconut oil
(CO+C, n=05). Dams received the oils through gavage (0.5g/kg BW) during lactation. At
PN21 dams and some pups were sacrificed. In experiment 2, CO+C group received coconut
oil in the chow throughout life. At PN180, the offspring were sacrificed. At PN21, the dams
of OO group presented lower adiposity, and its pups presented higher body weight (BW) and
adiposity. The CO dams presented lower glycemia; OO, FO and CO dams presented higher
plasma cholesterol; OO group presented higher plasma levels of triglycerides than SO. The
dams of OO, FO and CO groups presented lower plasma T4 and the FO and CO dams showed
higher T3 than SO. The CO dams presented higher triglycerides content and lower leptin in
milk than other groups. The OO and CO dams presented more cholesterol and calories in milk
than SO. At PN21, pups of FO and CO groups presented only lower triglycerides levels than
SO and 00. At PN180 (experiment 1), OO and CO presented higher BW and adiposity than
SO, but only CO presented hyperphagia compared to SO. The leptin was higher in plasma of
OO and CO compared to SO, and in adipose tissue of OO and CO compared to SO and FO
groups. The OO, FO and CO groups presented higher plasma T3, with no changes in thyroid
function markers (TSH, TRB1, Dio 1, Dio 2 and UCP-1). In experiment 2, CO and CO+C
groups showed higher BW, however CO had higher adiposity and CO+C had higher lean
mass. The CO group presented hyperphagia and CO+C, hypophagia. The CO group presented
higher plasma leptin and in the adipose tissue compared to SO and CO+C. The CO+C group
had lower T4 than CO, and CO had higher T3 and TSH than SO, with no changes in TRp1,
Dio 1, Dio 2 and UCP-1. Coconut oil and olive oil were able to alter breast milk composition
and cause endocrine-metabolic dysfunctions in offspring at short and long term, and the
coconut oil exposure throughout life prevented the most of changes caused by maternal
supplementation with this oil.

Keywords: Metabolic programming. Obesity. Coconut oil. Olive oil. Fish oil. Soybean oil.
Functional foods.
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INTRODUCAO

Importancia das diferentes fontes de 6leos alimentares na saude

A qualidade da alimentacéo e a busca por novos alimentos que proporcionem melhora
no bem-estar e na salde da populacéo tém sido o foco de diversos centros de pesquisa. Sabe-
se que a composicao da dieta influencia direta e indiretamente diversos parametros endécrino-
metabolicos que irdo determinar o estado nutricional e de sadde de um individuo. Neste
ambito, diversos estudos tém ressaltado a importancia do equilibrio entre os diferentes tipos
de lipidios da dieta, bem como a proporc¢éo dos diferentes tipos de acidos graxos a nivel sérico
e no tecido adiposo e a incidéncia de disturbios metabdlicos, como resisténcia a insulina,
doencas cardiovasculares e alteracbes na resposta inflamatéria (BUENO et al., 2008;
GARLAND et al., 1998; HU; VAN DAM; LIU, 2001). Tem sido mostrado que um alto
consumo de &cidos graxos saturados (AGS) aumenta a incidéncia de resisténcia a insulina e
doencas cardiovasculares, enquanto os &cidos graxos monoinsaturados (AGMI) e
poliinsaturados (AGPI) tém um efeito protetor contra o desenvolvimento desses distdrbios
(HU; VAN DAM; LIU, 2001; SACKS; KATAN, 2002). Nesse contexto, alguns tipos de
gordura, como a banha de porco e outras fontes de AGS, comecaram a ser menos utilizadas e
fontes de AGPI, como o 6leo de soja, dentre outros sdo, atualmente, as principais fontes de
gordura da dieta (BLASBALG et al., 2011). Além disso, fontes de AGMI, como o 6leo de
oliva, também tém sua utilizacdo incentivada como habito saudavel na prevencdo de doencas
cardiovasculares, obesidade e suas comorbidades (HAMMAD; PU; JONES, 2016).

Ainda nesse contexto, os acidos graxos poliinsaturados 6mega-3 (n-3) e édmega-6 (n-
6), que sdo acidos graxos essenciais, ou seja, ndo sdo sintetizados no nosso organismo e
precisam ser fornecidos na dieta, sdo de extrema relevancia para o organismo, especialmente
durante o desenvolvimento uma vez que sdo componentes essenciais das membranas
fosfolipidicas das células, e um balan¢o adequado de cada um deles na dieta parece ser o
aspecto mais importante no que diz respeito a esses dois tipos de acidos graxos (REMACLE;
REUSENS, 2004; SIMOPOULOS, 2016). E sugerido que a razdo n-6:n-3 ideal deve estar o
mais proxima possivel da unidade (1) e é recomendado que de 5 a 10% da energia consumida
seja proveniente de acidos graxos n-6, enquanto 0,6 a 1,2% seja oriunda de acidos graxos n-3
(HAMMAD; PU; JONES, 2016; KRIS-ETHERTON et al., 2007). Foi sugerido, ainda, que


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bueno%20AA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17717684
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hammad%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26719191
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pu%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26719191
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jones%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26719191
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hammad%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26719191
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pu%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26719191
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jones%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26719191
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kris-Etherton%20PM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17936958
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um desequilibrio na razdo n6:n3 pode ser importante para o desenvolvimento de algumas
doencas como doencas cardiovasculares e cancer em estudos com roedores submetidos a dieta
high-fat (FAY et al., 1997; POUDYAL et al., 2012; ROSE, 1997). Existem diversas fontes de
n-6 e n-3 e, dentre elas, uma das fontes mais comuns para o n-6 é o 6leo de soja e para o n-3 é
0 Oleo de peixe.

Contudo, recentemente, surgiram algumas discussdes sobre qual tipo de gordura da
dieta seria mais prejudicial com alguns estudos sugerindo uma reavaliacdo sobre as
recomendacdes vigentes (CHOWDHURY et al., 2014; LAMARCHE; COUTURE, 2014).
Alguns estudos sugerem, ainda, que &cidos graxos saturados provenientes de fontes como o
6leo de coco ou Oleo de palma, os quais sdo ricos em triglicerideos de cadeia média (TCM),
podem ser benéficos para a prevencdo e tratamento de obesidade e sindrome metabdlica
(MUMME; STONEHOUSE, 2015; NAGAO; YANAGITA, 2010; XUE et al., 2009).

Oleo de soja

O oleo de soja, uma importante fonte de acidos graxos n-6, muito consumido pela
populacdo ocidental proporcionando um aumento de 50% no consumo de n-6 nas Ultimas
duas décadas (BLASBALG et al., 2011; RUSSO, 2009). Este fato tem sido associado com
alta prevaléncia de obesidade, diabetes, intolerancia a glicose e resisténcia a insulina nesta
populacdo (DEOL et al., 2015). Além disso, estudos tém mostrado que o n-6 contribui para
diferenciacdo e replicacdo de preadipdcitos, atraves do receptor ativado por proliferadores de
peroxissoma gama (PPARY), e aumenta o estoque de lipidios no tecido adiposo (BOON YIN;
NAJIMUDIN; MUHAMMAD, 2008; DA COSTA et al., 2011).

No entanto, os dados da literatura sdo conflitantes com alguns estudos mostrando um
efeito benéfico do oOleo de soja, em particular dos acidos graxos n-6, no metabolismo
cardiovascular, contribuindo para reducdo nos niveis de colesterol total e LDL-c, além de
melhora na resisténcia a insulina e reducdo da pressdo arterial. Contudo, cabe ressaltar que
estes estudos fizeram comparagdes com dietas ricas em &cidos graxos saturados e, ainda
assim, concluiram que o aporte de n-6 deve contribuir com uma margem de 5 a 10% das
calorias da dieta, ndo excedendo este limite, uma vez que um aporte maior pode ser deletério
para 0 metabolismo devido os seus efeitos proinflamatorios e oxidativos (HARRIS et al.,
2009; KRIS-ETHERTON; HECKER; BINKOSKI, 2004; RUSSO, 2009). Todavia, sabe-se


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chowdhury%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24723079
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lamarche%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25293492
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Couture%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25293492
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nagao%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19931617
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yanagita%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19931617
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Deol%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26200659
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Najimudin%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18413145
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que, atualmente, o consumo de dleo de soja e outras fontes de n-6 é extremamente alto,
chegando a uma razdo n-6:n-3 de 10:1 a 20:1, o que € indicado como o ponto crucial para o
efeito prejudicial deste &cido graxo (PATTERSON et al., 2012; SIMOPOULOQS, 2016).

Deol et al. (2015) realizaram um estudo no qual camundongos, ao desmame, foram
divididos em cinco grupos de acordo com a dieta a qual foram submetidos por 35 semanas:
um grupo controle que recebia dieta com 13% do total de kcal provenientes de lipidios (banha
de porco), e 4 grupos que recebiam diferentes tipos de dieta high-fat (40% do total de kcal
provenientes de lipideos), uma composta basicamente de 6leo de coco (HFD), outra que teve
substituicdo de parte do 6leo de coco por 6leo de soja (SO-HFD — 21% o6leo de coco e 19%
6leo de soja) e outras duas que tinham composicao lipidica igual as dietas dos grupos HFD e
SO-HFD porém ainda recebiam adicdo de frutose, grupos F-HFD e F-SO-HFD,
respectivamente. Este estudo mostrou que os grupos que receberam maior aporte de 6leo de
soja apresentaram maior ganho de peso, maior adiposidade e intolerdncia a glicose e
resisténcia a insulina quando comparados aos grupos que receberam dieta composta
basicamente por Oleo de coco. Além disso, os grupos SO-HFD, independente da adigdo de
frutose, ainda apresentaram maior lesdo hepatica e upregulation de genes relacionados com a
obesidade, diabetes, inflamacdo e cancer em relacdo aos grupos HFD. Outros estudos
semelhantes corroboram estes resultados mostrando que uma dieta rica em 6leo de soja tem
um efeito deletério sobre o metabolismo quando comparado a outros tipos de 6leos, como o
6leo de coco e o bleo de peixe (ALVHEIM et al., 2012, 2013; MIDTBO et al., 2013).

Os resultados encontrados nesses estudos sugerem que as recomendacdes atuais sobre
0 aumento do consumo de AGPI e reducdo de AGS podem produzir efeitos cardiovasculares
benéficos, no entanto, agravam problemas como obesidade, diabetes, intolerancia a glicose,
resisténcia a insulina e desregulacdo do metabolismo hepatico, caso seja consumido em
excesso, em virtude de uma maior oferta de n-6 e alteracbes na razdo n-6:n-3, promovendo
um maior aporte de acido linoleico (18:2 n-6) e seu principal metabolito, o acido araquiddénico
(20:4 n-6) (DEOL et al., 2015; SIMOPOULOQOS, 2016). O &cido linoléico & um importante
ligante do PPARYy, podendo atuar na ativacdo destes receptores e, consequentemente, no
aumento da diferenciacdo e replicacdo de preadipdcitos, contribuindo, assim, para o ganho de
peso e obesidade (BOON YIN; NAJIMUDIN; MUHAMMAD, 2008; DA COSTA et al.,
2011).

Além disso, sabe-se que o acido araquidonico, proveniente da acdo de enzimas
elongases e desaturases sob o &cido linoléico, € um substrato para a producdo de citocinas

proinflamatorias, como interleucina 6 (IL-6), fator de necrose tumoral-a (TNF-a), e outras
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moléculas que promovem vasoconstricdo e agregacdo plaquetaria podendo, entdo, induzir
ateroesclerose, doengas cardiovasculares e obesidade (HAMMAD; PU; JONES, 2016;
PATTERSON et al., 2012; RUSSO, 2009). O aumento do consumo de n-6, através do maior
aporte de AGPI na dieta, j& foi relacionado com o aumento da concentracdo dessas citocinas
proinflamatérias, deixando evidente a contribuicdo deste &cido graxo na génese da obesidade
e de suas comorbidades (PATTERSON et al., 2012).

Oleo de peixe

O Oleo de peixe € uma importante fonte de &cidos graxos n-3 de cadeia longa,
contendo em sua composicao, geralmente, em torno de 25 a 30% de seus lipidios sob a forma
de 4cido eicosapentaendico (EPA) e 4cido docosahexaenoico (DHA). E importante ressaltar
que diferentes tipos de peixes contém quantidades variaveis desses acidos graxos e podem ter
razbes EPA:DHA diferentes devido o contetdo e o tipo de acidos graxos n-3 serem
influenciados por diversos fatores como as caracteristicas metabdlicas de cada peixe, sua
dieta, a temperatura da &gua em que vivem e as estacdes do ano (CALDER, 2012).

O EPA (20:5 n-3) e 0 DHA (22:6 n-3) também podem ser sintetizados no organismo
humano a partir do acido a-linolénico (18:3 n-3) através da acdo de enzimas elongases e
desaturases, no entanto, este acido graxo esta presente somente em 6leos vegetais, como 6leo
de linhaca e, em menor quantidade no 6leo de soja, e também em algumas oleaginosas como
as nozes (BURDGE; CALDER, 2006).

O o6leo de peixe tem sido associado a efeitos benéficos na prevencdo da obesidade
(BUCKLEY; HOWE, 2010), resisténcia a insulina, diabetes tipo 2 (KALUPAHANA et al.,
2010; NESCHEN et al., 2007; SAMANE et al., 2009; SUNDARAM et al., 2015), doengas
cardiovasculares e dislipidemias (BURDGE; CALDER, 2006). O principal efeito
antiobesogénico do 6leo de peixe parece estar associado a sua capacidade de modular genes
envolvidos na oxidacdo lipidica e na adipogénese no tecido adiposo (BUCKLEY; HOWE,
2010; FLACHS et al., 2005), uma vez que o n-3 parece limitar o acimulo de gordura e a
hipertrofia do adipocito (RACLOT; GROSCOLAS, 1994). Além disso, o0 n-3 do 6leo de peixe
pode aumentar a termogénese no tecido adiposo marrom, aumentando a expressao de

proteinas desacopladoras-1 (UCP-1) e outros genes envolvidos com a termogénese, como 0
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receptor adrenérgico B3 (B3-AR) e o coativador 1-a do PPAR (PGCl-a) (BARGUT et al.,
2016; TAKAHASHI; IDE, 2000; ZHAO; CHEN, 2014).

No entanto, ainda existem alguns dados inconsistentes na literatura que nao sustentam
os efeitos benéficos da suplementacdo com n-3 no que diz respeito a risco cardiovascular
apontando fracos efeitos na melhora do perfil lipidico, na fibrindlise e nos niveis do inibidor
do ativador de plasminogénio-1 (PAI-1) (RUSSO, 2009). Um estudo com humanos mostrou
que individuos com sindrome metabdlica que receberam suplementacdo com 3g de oOleo de
peixe (capsulas contendo 180mg EPA e 120mg DHA) por dia, durante 90 dias, nédo
apresentaram melhora nos niveis de colesterol total, LDL-c, HDL-c e nas medidas
antropomeétricas apds o tratamento, mostrando que a suplementacdo com n-3 isoladamente foi
ineficaz na melhora dos parametros da sindrome metabolica (VENTURINI et al., 2015). Além
disso, alguns autores sugerem que a suplementacdo com acidos graxos n-3 por tempo
prolongado pode aumentar o risco de complicacfes hemorragicas devido ao aumento na
producdo de prostaglandinas e leucotrienos da série impar, com menor efeito préinflamatorio
e coagulante (LAVIE et al., 2009).

Um estudo de Sundaram et al. (2015) analisou a adiposidade e a producgdo de
adipocinas em camundongos C57BL/6 machos submetidos a dieta controle com 6leo de milho
(16% das calorias de lipidios) e dietas high-fat (45% das calorias de lipidios) com diferentes
tipos de 6leos durante 11 semanas: 1- 6leo de milho (baixa concentracdo de n-3), 2- 6leo de
peixe (35% das calorias provenientes do 6leo de peixe e 10% do 6leo de milho, alta
concentracdo de n-3), 3- 6leo de linhaga (18% calorias provenientes do 6leo de linhaca e 27%
do 6leo de milho, alta concentracdo de n-3), 4- 6leo de soja (45% das calorias de 6leo de soja,
concentracdo adequada de n-3) e 5- dleo de girassol (39% das calorias provenientes de 6leo de
girassol e 6% de 6leo de linhaga, concentracdo adequada de n-3). Foi observado um aumento
de peso corporal e massa adiposa em todos os grupos submetidos a dieta high-fat quando
comparados a dieta controle e 0 grupo que recebeu dieta contendo 6leo de peixe apresentou
aumento na concentragdo de adiponectina e reducdo na concentracdo de leptina tanto
plasmética quanto no tecido adiposo, sem alteracdo dos niveis de insulina quando comparados
ao grupo que recebeu 6leo de milho, evidenciando um efeito benéfico do 6leo de peixe na
sensibilidade a insulina nestes animais.

Um outro estudo submeteu camundongos C57BL/6 machos adultos a quatro tipos de
dietas durante 8 semanas: dieta controle (grupo SC, com 10% de lipidios), dieta high-fat com
banha de porco (grupo HF-L, com 50% de lipidios), dieta high-fat com banha de porco

adicionada de 6leo de peixe (grupo HF-L+FO, com 50% de lipidios) e dieta high-fat com 6leo
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de peixe (grupo HF-FO, com 50% de lipidios) e mostrou que o grupo que recebeu a banha de
porco apresentou peso corporal elevado, intolerancia a glicose associada a expresséo reduzida
de GLUT4, hipertrigliceridemia, expressdo elevada de citocinas proinflamatdrias e reduzida
de PPAR, além de hiperleptinemia com aumento na expressao de marcadores termogénicos
(B3-ADR, PGC1-a e UCP-1). Em contrapartida, os grupos HF-L+FO e HF-FO apresentaram
ganho de peso corporal reduzido com normalizagdo da toleréncia a glicose e trigliceridemia,
além de expressdo normal de GLUT-4 e citocinas proinflamatorias e, ainda, expressdo
elevada de PPAR e dos marcadores termogénicos, mostrando um efeito evidente do éleo de
peixe na prevencdo do acimulo de gordura corporal, no aumento da termogénese, na melhora
da tolerancia a glicose e do perfil lipidico (BARGUT et al., 2016).

Oleo de bliva

Outro 6leo comumente utilizado para prevenir algumas doencas cronicas € o 6leo de
oliva, o qual é uma importante fonte de AGMI 6mega-9 (n-9). O &cido oléico (18:1 n-9) é o
principal AGMI presente na dieta, sendo responsavel por 92% do aporte total dos AGMI
(HAMMAD:; PU; JONES, 2016). Devido as recomendacgdes para reducéo da ingestdo de AGS
e para limitar a ingestdo de AGPI a 10% da energia da dieta, ha um crescente estimulo para o
uso de AGMI, uma vez que estes ja demonstraram efeitos cardioprotetores expressivos
(GILLINGHAM; HARRIS-JANZ; JONES, 2011). A American Heart Association recomenda
que a ingestdo de AGMI seja de até 20% do total de energia, enquanto a American Diabetes
Association e a Dietitians of Canada preconizam que a ingestdo seja em torno de 25% do total
de lipidios da dieta, a qual deve ser de 20 a 35% do total de energia (HAMMAD; PU; JONES,
2016).

O oléo de oliva é rico em &cido oleico (55 a 83% do total de acidos graxos), no
entanto, também contém quantidades moderadas de acido palmitico (7,5 a 20%) e estearico
(0,5 a 5%), que sdo AGS, e uma baixa quantidade de acido linoléico (3,5 a 21%) e a-
linolénico (0 a 0,9%), AGPI. Essa quantidade variavel de cada tipo de &cido graxo depende da
origem geografica do 6leo de oliva uma vez que sua composi¢do depende do clima, de fatores
genéticos e do grau de maturagio das azeitonas (ALARCON DE LA LASTRA et al., 2001).
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O 6leo de oliva é a principal fonte de lipidios na dieta do Mediterraneo e tem sido
associado a alta longevidade e baixa incidéncia de doencas cronicas, particularmente doencas
cardiovasculares (SILVA et al., 2015; URPI-SARDA et al., 2012). Este 6leo parece, ainda, ter
um efeito protetor contra a diabetes (GUASCH-FERRE et al., 2015; LOPEZ et al., 2008),
doencas neurodegenerativas (MARTINEZ-LAPISCINA et al., 2013), alguns tipos de cancer
(BENETOU et al., 2008; SOFI et al., 2010) e obesidade, contribuindo na redugdo do peso
corporal (GALVAO CANDIDO et al., 2017; RAZQUIN et al., 2009). Estes efeitos benéficos
do dleo de oliva tém sido associados a presenca de componentes antioxidantes como AGMI
n-9 e polifendis que podem contribuir para reducdo do peso corporal e na prevengdo de
desordens metabdlicas (RAZQUIN et al., 2009).

Um estudo que acompanhou, durante 22 anos, 59.930 mulheres de 37 a 65 anos e
85.157 mulheres de 26 a 45 anos do Nurse’s Health Study | e 1, respectivamente, que nao
apresentavam, no inicio do estudo, diabetes, doenca cardiovascular e cancer mostrou que a
substituicdo de fontes de lipidios como margarina, manteiga ou maionese por 6leo de oliva
todos os dias foi associado com um menor risco de diabetes tipo 2 em 5%, 8% e 15%,
respectivamente. Adicionalmente, o alto consumo de 6leo de oliva, por si so, foi associado a
baixo risco de diabetes tipo 2, sugerindo uma importante acdo desse 6leo na prevencdo de
distarbios da homeostase glicémica (GUASCH-FERRE et al., 2015). Estes dados corroboram
0 estudo de Lopez et al. (2008) no qual foi demonstrado que uma dieta rica em AGMI,
provenientes do 6leo de oliva, foi capaz de melhorar a fungdo da célula B-pancredtica e a
sensibilidade a insulina no periodo pds-prandial quando comparada a dieta rica em AGS.

Razquin et al., em 2009, avaliaram a adiposidade e a capacidade antioxidante total no
plasma em 187 individuos que permaneceram em um programa de intervencdo durante 3 anos
no qual os participantes eram orientados a seguir a dieta do Mediterraneo, com elevada
ingestdo de Gleo de oliva ou de nozes, ou uma dieta convencional com baixa quantidade de
lipidios em geral. Foi observado que os grupos que seguiram a dieta do Mediterraneo, seja
com oOleo de oliva ou com nozes, apresentaram capacidade antioxidante total maior que o
grupo submetido a dieta convencional e este resultado foi associado a uma redugdo no peso
corporal apés os trés anos de intervengdo no grupo com alta ingestdo de 6leo de oliva. Dessa
forma, os autores sugerem que a dieta do Mediterraneo, em especial o alto consumo de 6leo
de oliva, foi capaz de aumentar a capacidade antioxidante com reducdo no peso corporal e,
consequentemente, reducédo do risco cardiovascular nesses individuos.

Um estudo recente de Galvdo Céandido et al. (2017) avaliou os efeitos de uma dieta

com restricdo calorica contendo 6leo de oliva extra virgem (EVOO) ou 6leo de soja na
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composi¢do corporal e em pardmetros metabolicos relacionados com a obesidade em 41
mulheres adultas com excesso de adiposidade corporal. As mulheres recebiam diariamente
um café-da-manha high-fat contendo 25ml de 6leo de soja (grupo controle) ou EVOO durante
nove semanas consecutivas e essa refeicdo didria era parte de uma dieta com restricdo
caldrica, porém normolipidica (-2090 kJ e ~32% do VET de lipidios). Os autores observaram
que o EVOO promoveu reducdo de gordura corporal e melhorou a presséo arterial quando
comparado com o grupo controle, indicando que o EVOO ¢é uma boa opg¢édo no tratamento da

obesidade.

Oleo de coco

Um alto consumo de &cidos graxos saturados é, geralmente, associado com o
desenvolvimento de desordens metabdlicas como obesidade, diabetes tipo 2, doencas
cardiovasculares dentre outras (ECKEL et al., 2014; SCHAEFER, 2002). No entanto, vem
surgindo evidéncias que fontes de acidos graxos saturados de cadeia média (AGSCM), como
0 6leo de coco, podem ser benéficas na prevencdo e tratamento da obesidade e sindrome
metabdlica (CHAMMA et al., 2017; MUMME; STONEHOUSE, 2015; NAGAO;
YANAGITA, 2010). Os efeitos benéficos dos AGSCM parecem estar envolvidos com a sua
rapida oxidacdo uma vez que eles sdo rapidamente absorvidos e transportados via veia porta,
atingindo o figado, onde sdo metabolizados, fornecendo energia de forma imediata, reduzindo
sua captacdo pelo tecido adiposo (BABAYAN, 1987). Os AGSCM sdo, também, associados
ao aumento da saciedade e termogénese (BABA; BRACCO; HASHIM, 1987; FRIEDMAN et
al., 1999; ST-ONGE; JONES, 2002; VALENTE et al., 2017), o que pode contribuir para
reducdo do peso corporal.

O oleo de coco é uma importante fonte de AGSCM uma vez que contém elevadas
quantidades deste tipo de acido graxo com destaque para a presenca de &cido laurico (12:0)
contribuindo com 45 a 50% da sua composicdo (ASSUNCAO et al., 2009). O dleo de coco
virgem, sem processos de refinamento, ainda contém elevada quantidade de compostos
fenolicos antioxidantes como o acido caféico, acido feralico, acido siringico, catequinas e
epigalocatequinas que podem atuar contribuindo com os efeitos atribuidos a este 6leo
(MARINA et al., 2009).
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Como dito anteriormente, os AGSCM tém uma rapida oxidacdo uma vez que, devido a
sua natureza de cadeia mais curta que os AGPI, tém de 6 a 12 carbonos, sdo rapidamente
absorvidos via veia porta, alcangando o figado onde sofrem B-oxidacdo sem necessitar de
reesterificacdo nas células intestinais ou incorporagdo em quilomicrons e, ainda, nao
necessitam da enzima carnitina-aciltransferase para promover 0 seu transporte
intramitocondrial, onde ocorre a B-oxidacdo, processos pelos quais os AGPI séo submetidos
para serem metabolizados (MUMME; STONEHOUSE, 2015). Todo esse processo que leva a
rapida oxidacdo e geracao de energia proveniente dos AGSCM contribui para que 0s mesmos
ndo sejam incorporados em lipoproteinas, alterando a lipidemia e estando disponiveis para
serem estocados no tecido adiposo, contribuindo, dessa forma, para a reducdo do peso
corporal e do perfil lipidico (BABAYAN, 1987).

Adicionalmente, alguns autores sugerem que a ingestdo de AGSCM proporciona
maior saciedade e reduz a ingestdo alimentar, embora estes dados ainda sejam controversos
(POPPITT et al., 2010; STUBBS; HARBRON, 1996; VALENTE et al., 2017). O mecanismo
sugerido para que os AGSCM promovam este efeito estd relacionado com o aumento da
oxidacdo lipidica, uma vez que um estudo com roedores mostrou que uma reducdo na
oxidacdo hepatica de acidos graxos foi capaz de estimular a ingestdo alimentar através da
reducdo da producdo de energia pelo figado (FRIEDMAN et al., 1999).

Um estudo realizado em mulheres de 20 a 40 anos com obesidade abdominal
(circunferéncia de cintura > 88cm) avaliou o efeito da suplementacéo dietética com 6leo de
soja ou 6leo de coco em parametros bioguimicos e antropomeétricos. As participantes ingeriam
30 ml de 6leo de soja (Grupo S) ou 6leo de coco (Grupo C) durante o dia através da
alimentacdo, durante 12 semanas. Além disso, estas foram orientadas a seguir uma dieta
hipocaldrica balanceada, prescrita por um nutricionista, e a praticar caminhadas de 50 minutos
por dia. Apos as 12 semanas, foi observado que o grupo que recebeu a suplementacdo com
0leo de coco apresentou maior concentragdo plasmatica de HDL-c e menor razdo LDL:HDL.
Os dois grupos apresentaram reducéo do indice de massa corporal (IMC), no entanto, somente
0 grupo suplementado com 6leo de coco apresentou reducdo na circunferéncia de cintura. O
grupo S ainda apresentou aumento no colesterol total, LDL-c e na razdo LDL:HDL, além de
reducdo nos niveis de HDL-c, alteragdes ndo encontradas no grupo C. Estes dados sugerem
que uma suplementacdo com 0Gleo de coco ndo causa dislipidemia e parece promover uma
reduco na obesidade abdominal (ASSUNCAO et al., 2009).

Kasai et al. (2002) mostraram, em seu estudo com humanos, que uma refeicdo com 5 a

10g de TCM promove maior termogénese induzida pela dieta quando comparada a refeicdes
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ricas em TCL. Este estudo avaliou o efeito de uma refeicdo (café da manhd) contendo 10g de
TCM (grupo 10M) ou uma mistura de 5g de TCM e 5g de TCL (5M5L) (TCL proveniente de
uma mistura de Oleo de soja e 6leo de linhaca) ou, ainda, 10g de TCL (10L) no gasto
energético no periodo pos-prandial atraves de calorimetria indireta que foi realizada antes da
refeicdo e durante as 6 horas posteriores e observou que tanto o grupo que recebeu 5g de
TCM quanto o que recebeu 10g apresentou um maior gasto energético neste periodo,
sugerindo uma maior termogénese induzida pela dieta nesses grupos.

Um estudo recente de Chamma et al. (2017) avaliou o efeito de diferentes quantidades
de triglicerideos de cadeia média (TCM) na dieta na adiposidade corporal e no metabolismo
lipidico no figado de camundongos C57BL/6 machos adultos. Os animais foram divididos em
5 grupos de acordo com a dieta que receberam por 12 semanas: dieta controle (grupo C, com
10% da energia da dieta proveniente dos lipidios); dieta high-fat banha de porco (grupo HF,
dieta isoenergética com 50% da energia proveniente dos lipidios com banha de porco); dieta
high-fat com uma mistura de banha e TCM, com substitui¢do gradual da banha por TCM: HF-
TCM 25%, HF-TCM 75% e HF-TCM 100%. Os autores observaram que uma alta quantidade
de TCM (grupo HF-TCM 100%) adicionada na dieta foi capaz de promover reducdo do
acumulo de gordura corporal e da resisténcia a insulina com aumento de marcadores de beta
oxidacdo e biogénese mitocondrial, no entanto, proporcionou, também actimulo de lipidios no
figado e alteracdo no metabolismo hepatico de lipidios, indicando que altas doses de TCM

podem ser prejudiciais a longo prazo.

Programacéo metabdlica

Durante a gestacdo e a lactagdo é comum que mulheres busquem uma alimentacéo
saudavel, alterando o seu padrdo alimentar, com a inclusdo de alimentos que podem
proporcionar bem-estar e qualidade nutricional. Dessa forma, alimentos funcionais séo,
muitas vezes, incluidos na dieta de gestantes e lactantes na tentativa de melhorar a
alimentacdo e amenizar os efeitos indesejaveis comuns na gestacdo, como constipacao
intestinal, enjéos e ganho excessivo de peso (CHAMP; HOEBLER, 2009; CHOUDHARY;
GROVER, 2012). Entretanto, € importante considerar que altera¢cbes no padrdo nutricional,

hormonal e ambiental (fatores de imprinting) em periodos criticos da vida (gestacdo e/ou
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lactacdo), podem repercutir de forma negativa a longo prazo, principalmente quando estas
modificacGes ocorrem somente de forma temporaria.

O conceito de programacdo metabodlica foi estabelecido por diferentes estudos
epidemioldgicos, clinicos e experimentais que mostram uma forte associacdo entre a
exposicdo a fatores de imprinting durante periodos criticos da vida com o surgimento de
doencgas na idade adulta, como a obesidade, diabetes mellitus tipo 2, doengas coronarianas e
metabolicas decorrentes de alteracdes fisioldgicas adaptativas do organismo. No entanto, 0s
mecanismos pelos quais essas alteracdes ocorrem ainda nao estdo totalmente elucidados,
porém estudos evidenciam que essas desordens tém origem nos periodos iniciais do
desenvolvimento (BARKER, 2003; BREIER et al., 2001; DE MOURA; LISBOA; PASSOS,
2008; MOURA; PASSOS, 2005).

A programacdo metabolica, ou plasticidade ontogenética, ocorre, entdo, por mudancas
no padrdo fisiol6gico/ambiental ocorridas em periodos criticos que podem trazer
consequéncias na idade adulta, provocando alteragdes nos processos fisiolégicos, podendo
levar ao desenvolvimento de doencas (BARKER, 1995). Essas alteracfes funcionais e
estruturais podem se tornar permanentes e, caso a modificacdo do padrdo ambiental,
nutricional ou hormonal perdure até a idade adulta, o individuo, possivelmente, estaria melhor
adaptado, no entanto, se essas alteracbes se modificarem, este individuo deixaria de ter uma
vantagem adaptativa e passaria a apresentar um perfil metabdlico desfavoravel, com
alteracdes que podem se tornar deletérias ao organismo (DE MOURA; LISBOA; PASSOS,
2008; MOURA; PASSOS, 2005).

Atualmente é bem aceito que os diferentes fatores de imprinting levam a modificacfes
na atividade genémica e que, apesar de ndo alterar a sequéncia do DNA, podem produzir
alteracdes fenotipicas estaveis e transgeracionais, sendo, entdo, considerado um fenémeno
epigenético. As alteracBes epigenéticas, em particular, a metilacio do DNA e
acetilacdo/metilacdo das histonas, fornecem uma "memoria” em resposta a0 momento de
grande plasticidade dos periodos criticos e sdo fundamentais para a geracdao de um fenotipo, e
da estabilidade deste, ao longo da vida (PANCHENKO et al., 2015; PORTHA et al., 2014);
além disso, os microRNAs (miRNAs) que agem a nivel pds -transcricional, inibindo a
traducdo de RNAs mensageiros-alvo, promovem o silenciamento de determinado gene (KIM,
2005; SATO et al., 2011), resultando numa remodelacdo da estrutura e funcionalidade dos
tecidos (LANGLEY-EVANS; MCMULLEN, 2010).

Nesse contexto, nosso grupo vem demonstrando que mudangas no padrdo alimentar,

hormonal ou ambiental, especificamente no periodo da lactacdo, causam alteracfes
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enddcrino-metabdlicas permanentes na prole na vida adulta. VVarios sdo os agentes capazes de
atuar no processo de programacdo: 1. fatores nutricionais, tais como: restricdo protéica
materna (FAGUNDES et al., 2007; LISBOA et al.,, 2006, 2012; PASSOS; RAMOS;
MOURA, 2000); desmame precoce (FRANCO et al., 2013; LIMA et al., 2011, 2013; NOBRE
et al., 2012, YOUNES-RAPOZO et al., 2012), supernutricio da prole (CONCEICAO et al.,
2013a, 2013b) e utilizacdo materna de linhaca (FIGUEIREDO et al., 2012; TROINA et al.,
2012); 2. fatores hormonais: tais como hipoprolactinemia materna pelo uso da bromocriptina
(BONOMO et al.,, 2005; CARVALHO et al.,, 2015; PEIXOTO-SILVA et al., 2014;
YOUNES-RAPOZO et al., 2015), hiperleptinemia neonatal (FRAGA-MARQUES et al.,
2010; TOSTE et al., 2006; TREVENZOLI; VALLE; MACHADO, 2007) e hipertireoidismo
neonatal (MOURA et al., 2008); e 3. fatores ambientais, tais como: exposicdo a fumaca do
cigarro (PINHEIRO et al.,, 2015; SANTOS-SILVA et al., 2012, 2013) e a nicotina
isoladamente (OLIVEIRA et al., 2009, 2010, 2011; PINHEIRO et al., 2015; SANTOS-
SILVA et al., 2010) apenas no periodo de amamentacao.

Em modelos experimentais onde méaes lactantes foram submetidas a tipos diferentes de
restricdo alimentar (DE MOURA; LISBOA; PASSOS, 2008; DUTRA et al., 2003;
PASSOS; RAMOS; MOURA, 2000; FAGUNDES et al., 2007; PASSOS et al., 2002, 2004;
TEIXEIRA et al., 2002; VICENTE et al., 2004), a alteracbes no padrdo alimentar com
introducdo de alimentos funcionais (TROINA et al., 2012), a exposicdo a horménios (leptina
ou tiroxina) (FRAGA-MARQUES et al., 2010; MOURA et al., 2008; TOSTE et al., 2006;
TREVENZOLI; VALLE; MACHADO, 2007) ou a poluentes ambientais (nicotina ou tabaco)
(OLIVEIRA et al., 2009, 2010, 2011; PINHEIRO et al., 2015; SANTOS-SILVA et al., 2010,
2012, 2013) observamos que a composicdo bioquimica e hormonal do leite materno foi
alterada e que as proles apresentaram modificagdo de peso e composicao corporal, bem como
alteracdes nos niveis de alguns hormdnios como leptina, horménios tireoidianos, insulina,
dentre outros. Dessa forma, fica estabelecido que alteragdes no padrédo alimentar ou hormonal
de mées lactantes com consequente alteracdo na composicdo do leite materno podem

programar alteracdes endocrino-metabolicas permanentes na sua prole.
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Uso de 6leos em periodos criticos do desenvolvimento

Atualmente, a suplementacdo ou, até mesmo, a substituicdo de alguns tipos de éleos
por outros considerados mais saudaveis tém sido uma pratica muito comum, inclusive em
periodos como a gestacdo e a lactacdo, considerados periodos criticos do desenvolvimento,
nos quais, como dito anteriormente, pode ocorrer a programacao da prole para o surgimento
de alteracbes metabdlicas e doencas a longo prazo (CHAMP; HOEBLER, 2009;
CHOUDHARY; GROVER, 2012). Contudo, ainda s&o poucos os estudos que avaliam o
impacto da suplementacdo de alguns tipos de déleos ou da alteracdo no padrdo dos lipidios
fornecidos através da dieta nestes periodos da vida, como fator de programacdo (BENATTI et
al., 2014; BISPO et al., 2015; FERNANDES et al., 2012; GUARDA et al., 2014; MAGRI et
al., 2015; MISAN, et al., 2015; OOSTING et al., 2010; SOUZA et al., 2010; VAN DE
HEIINING et al.,, 2017). Ha alguns estudos, ainda, que utilizam alguns 6leos com ja
conhecidas ac¢bes benéficas no periodo “pOs-imprinting” com 0 objetivo de prevenir as
alteracOes causadas por um modelo de programacdo metabdlica (BRINGHENTI et al., 2011,
HOU et al., 2012).

Bringhenti et al. (2011) demonstraram, em roedores, que a ingestdo de dieta
enriquecida com 0Oleo de peixe desde o desmame até a vida adulta foi capaz de prevenir 0s
efeitos da programacdo metabdlica por dieta hipoprotéica durante a gestacdo e lactacdo, na
qual as proles tem maior predisposicdo para se tornarem obesas, hipercolesterolémicas e
hiperglicémicas, hipertensas e apresentarem esteatose hepatica na vida adulta. Neste estudo, a
dieta enriquecida com 6leo de peixe preveniu o ganho de massa adiposa com menor tamanho
de adipdcitos, levando a um menor peso corporal final, reduziu o colesterol total e
triglicerideo sérico nos animais programados quando comparados ao grupo que recebeu dieta
controle. A dieta enriquecida com 6leo de peixe ainda evitou o dano da estrutura hepatica com
melhora na esteatose e na pressdo arterial, sugerindo que este 6leo tem efeitos benéficos na
resposta a programacao.

Em um estudo com ratos programados pela superalimentacdo, onde as ninhadas séo
reduzidas durante a lactacdo para apenas 3 filhotes (SL), enquanto o grupo controle
permanece com ninhadas de 10 filhotes (NL), foi oferecido para o grupo NL, apds o
desmame, uma dieta com 14% de lipidios provenientes de 6leo de soja (rica em AGPI n-6)
(Grupo NL) ou uma dieta com 31% de lipidios provenientes de banha (rica em AGS) (Grupo

NL-HF), enquanto o grupo SL recebeu estas mesmas dietas (Grupos SL e SL-HF,
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respectivamente) ou, ainda, uma dieta com 14% das calorias provenientes de 6leo de peixe
(rica em AGPI n-3) (Grupo SL-FO) até a 162 semana de vida. Foi observado que a dieta com
alto teor de lipidios induziu um maior e mais precoce ganho de peso corporal, hiperfagia,
intolerancia a glicose e hiperlipidemia em ratos do grupo SL quando comparados aos animais
do grupo NL e que a dieta com 0leo de peixe promoveu uma protecdo contra a intolerancia a
glicose e a exposicéo elevada de glicocorticoides no tecido adiposo retroperitoneal e no figado
nos animais programados. Esses resultados sugerem que a composicao dos acidos graxos da
dieta no periodo pds desmame pode interagir com o padrao dietético do periodo neonatal e
impactar nas alteragdes metabolicas da vida adulta (HOU et al., 2012).

Sobre estudos que avaliaram os efeitos da alteracdo do perfil de lipidios da dieta em
periodos criticos da vida promovendo alteracBes na vida adulta, pode-se citar um estudo
realizado por Oosting et al. (2010), com camundongos C57BL/6, no qual foi ofertada para as
mdes uma dieta rica em 6leo de peixe, através da substituicdo de 20% dos lipidios da dieta por
este 0leo, ou uma dieta controle a partir do 2° dia de vida da prole, e a prole foi mantida na
mesma dieta do desmame, aos 21 dias de vida, até os 42 dias de vida. A partir deste dia, a
prole foi mantida em uma dieta ocidental tipica, com o mesmo percentual de gordura, porém
rica em acidos graxos saturados (banha) e colesterol até os 98 dias de vida. O 6leo de peixe
ofertado no inicio da vida proporcionou um menor acimulo de gordura, além de um nimero
reduzido de adipécitos hipertrofiados e melhor perfil lipidico e homeostase glicémica na vida
adulta destes animais em comparacdo aos animais do grupo com dieta controle.

Magri et al. (2015), em seu estudo, avaliaram os efeitos de dietas contendo gordura
parcialmente hidrogenada, rica em &cidos graxos trans (Grupo TG), gordura interesterificada
(Grupo IG) ou 6leo de palma, rico em AGSCM (grupo PG) comparados a uma dieta controle
(Grupo CG) durante a gestacao e a lactacdo no padrao de adiposidade total e na morfologia do
tecido adiposo na prole adulta de camundongos C57BL/6. Foi observado que, na vida adulta,
aos 3 meses de idade, os grupos PG e IG apresentaram maior peso corporal que os grupos CG
e TG, associado a um maior conteddo de tecido adiposo inguinal e epididimal,
respectivamente. Os grupos IG e TG apresentaram adipdcitos maiores, enquanto o grupo PG
apresentou aumento no nimero de adipécitos. Dessa forma, este estudo mostra que a ingestéo
materna de gordura interesterificada e de 6leo de palma durante a gestacdo e a lactacéo
predispde a prole para o desenvolvimento de obesidade na vida adulta.

Fernandes et al. (2012) mostraram que dietas compostas por 6leo de soja, 6leo de
oliva, 6leo de peixe ou Oleo de linhaca durante os 12 primeiros dias de gestacdo podem alterar

o perfil de &cidos graxos no tecido adiposo das maes e no colostro, onde estes seguem o perfil
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de é&cidos graxos presentes na dieta a qual as mées foram submetidas. Este perfil ainda é
refletido na concentragdo plasmética de &cidos graxos da prole no momento do desmame.
Estes resultados sugerem que o aumento da ingestdo de alguns acidos graxos durante o
periodo inicial da gestacdo pode modular o metabolismo lipidico e alterar a composicéo do
leite, alterando, ainda, o perfil de &cidos graxos do plasma da prole.

Recentemente, Van de Heijning et al. (2017) promoveram um estudo, em
camundongos C57BL/6 e ratos Wistar, para avaliar se uma ingestdo aumentada de AGSCM
no inicio da vida afetaria positivamente a composicao corporal e o perfil metabolico dos
animais na vida adulta ap6s a mudanca para uma dieta estilo ocidental (WSD). Neste estudo,
0s animais eram divididos em 2 grupos: grupo controle, alimentado com uma dieta com uma
mistura de 6leos vegetais com perfil de acidos graxos similar a férmula lactea infantil (rica em
AGPI); e grupo TCM, que recebia uma dieta contendo uma mistura de Oleos com,
aproximadamente, 50% de triglicerideos de cadeia média. As dietas eram ofertadas para as
mdes desde o PN2 até o desmame, em PN 21, e as proles de cada grupo continuaram a receber
sua respectiva dieta até PN42, quando os animais passaram a receber, entdo, uma dieta estilo
ocidental (mesma quantidade de lipidios, porém composicédo diferente, com maior quantidade
de gordura saturada e colesterol) até PN98. Os autores observaram que os camundongos do
grupo TCM apresentaram menor acimulo de gordura apds serem expostos a dieta WSD
quando comparados ao grupo controle com reducdo do tamanho dos adipdcitos e niveis
reduzidos de triglicerideos e de leptina no plasma. No entanto, em relacdo aos efeitos da
exposicdo a0 TCM em ratos, nenhum efeito significativo foi observado na composicdo
corporal e no perfil metabélico, mostrando que os resultados com relacdo a ingestdo de TCM
no inicio da vida ainda parecem ser controversos, embora, em camundongos, esta exposi¢do

precoce pareca exercer um efeito protetor contra a obesidade na vida adulta.
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1 JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

Através de uma busca na literatura, verificamos que somente alguns 6leos, como o
6leo de peixe, 0 6leo de soja, 0 6leo de palma dentre alguns outros, foram alvo de pesquisas
sobre os efeitos em longo prazo da sua utilizacdo em periodos criticos da vida como a
gestacdo e a lactacdo. No entanto, devido a ampla utilizacdo e recomendacéo, por parte de
profissionais de salde, de outros tipos de 6leos nesta fase critica do desenvolvimento, torna-se
necessario aumentar o conhecimento e o numero de estudos com foco em avaliar os efeitos de
6leos comumente usados nos dias de hoje, como o 6leo de coco e o 6leo de oliva, nestas fases,
uma vez que estes, a exemplo de outros 6leos previamente estudados, poderiam, também,
alterar ndo sé paramétros endocrino-metabodlicos das maes e do leite materno como,
parametros das proles a curto e longo prazo.

Dessa forma, dada a importancia da compreensdo dos efeitos enddcrino-metabdlicos
dos diferentes tipos de Oleos consumidos durante a lactacdo e a quantidade limitada de
estudos sobre a suplementacédo de alguns tipos de 6leos no metabolismo de lactantes e da sua
prole a curto e longo prazo, o presente estudo pretende avaliar os efeitos da suplementacéo da
dieta de mées lactantes com 6leo de soja, 6leo de oliva, 6leo de peixe e 6leo de coco nos seus
parametros enddcrino-metabdlicos e de sua prole no fim da lactacdo e na vida adulta.

Nossa proposta € também avaliar se a exposi¢do continua, durante toda a vida, ao 6leo
de coco através do leite materno, no periodo da lactacdo e através da racdo no periodo pds
desmame até 180 dias (vida adulta) promove alguma alteracdo nos padrbes endécrino-
metabdlicos da prole a longo prazo ou se ocorre a prevencdo de alteragdes promovidas
guando este 6leo é oferecido somente durante o periodo critico da lactacdo, avaliando dessa
forma, a teoria da programacdo metabdlica como um processo evolutivo, a qual se defende
que se a modificacdo do padréo nutricional, ambiental ou hormonal se mantiver ao longo da

vida, este individuo seria de fato melhor adaptado.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos da suplementacdo materna com 0Oleo de soja, 6leo de oliva, 6leo de
peixe ou Gleo de coco durante o periodo de lactacdo sobre pardmetros enddcrino-metabdlicos
das proles a curto e longo prazos. Avaliar, ainda, os efeitos da exposi¢do continua, durante
toda a vida, a suplementacdo com 6leo de coco sobre pardmetros enddcrino-metabdlicos da

prole a longo prazo.

2.2 Objetivos especificos

Nas nutrizes, avaliar:

a) consumo alimentar e peso corporal durante a lactagéo;

b) composi¢do bioquimica e hormonal do leite ao final da lactacdo: lactose,
proteinas totais, colesterol, triglicerideos; leptina e triiodotironina (T3);

¢) composicao corporal (massa de gordura visceral, contetdo corporal total de
gordura e massa magra) ao final da lactacéo;

d) glicemia e niveis de colesterol e triglicerideos plasmaticos e hepaticos ao
final da lactacéo;

e) concentracdo de leptina, insulina, corticosterona, horménio tireotrofico
(TSH) e hormonios tireoideanos- tiroxina (T4) e T3 - no plasma ao final da
lactacao;

f) marcadores da acdo dos hormonios tireoideanos ao final da lactacdo:
expressdo de RNAm de UCP-1 no tecido adiposo marrom (TAM), de
desiodase 1 (Diol) no figado e conteudo de receptor do hormonio
tireoideano do tipo 1 (TRB-1) no figado.

Nas proles, avaliar:

a) peso corporal durante a lactacédo e até os 180 dias de vida;
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b) ingestdo alimentar do desmame até os 180 dias de vida;

c) composicao corporal (massa de gordura visceral, contetdo corporal total de
gordura e massa magra) aos 21 e 180 dias de vida;

d) glicemia e niveis de colesterol e triglicerideos plasmaticos e hepaticos aos
21 e 180 dias de vida;

e) concentracdo de leptina, insulina, corticosterona, TSH, T4 e T3 no plasma
aos 21 e 180 dias;

f) conteddo de leptina no tecido adiposo branco (TAB) visceral aos 180 dias;

g) marcadores da a¢do dos hormonios tireoideanos aos 21 e 180 dias de vida:
expressdo de RNAm de UCP-1 no TAM,; Diol no figado e Dio2 no TAM e
conteudo de TRB-1 no figado;
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3 MATERIAL E METODOS

O desenho experimental utilizado neste trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica
Para Uso Animal do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes (IBRAG) da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro (CEUA/001/2014), estando de acordo com a Lei
no. 11.794 sancionada em 2008. Todos os animais foram mantidos no biotério do Laboratorio
de Fisiologia Endocrina do Departamento de Ciéncias Fisiologicas do IBRAG da UERJ.

Foram utilizadas ratas Wistar nuliparas de trés meses de idade, mantidas em biotério
com temperatura (25+1°C) e ciclo claro-escuro (7:00 - 19:00h) controlados. Essas ratas foram
acasaladas na proporcdo de 2 fémeas para 1 macho, recebendo livre acesso a agua e a racao
comercial padrdo para roedores até o nascimento de suas proles. Ao nascimento, as ninhadas
foram ajustadas para 6 filhotes machos por mée, pois este nimero garante 0 maior potencial
lactotrofico (PASSOS et al., 2000).

3.1 Modelo experimental de programacgdo metabolica por suplementacdo materna com
diferentes tipos de Oleos (soja, oliva, peixe e coco) no periodo da lactagdo —

Experimento 1

Ao nascimento, as ninhadas foram aleatoriamente, divididas em quatro grupos:

a) Grupo Oleo de Soja (OS, n= 09 ninhadas): proles de maes que receberam
6leo de soja (0,59 de o6leo/kg de peso corporal), através de gavagem intra-
gastrica, durante todo o periodo de lactacdo (21 dias);

b) Grupo Oleo de Oliva (OO, n= 10 ninhadas): proles de maes que receberam
oleo de oliva (0,59 de dleo/kg de peso corporal), através de gavagem intra-
géstrica, durante todo o periodo de lactacéo;

¢) Grupo Oleo de Peixe (OP, n= 10 ninhadas): proles de mées que receberam
oleo de peixe (0,59 de 6leo/kg de peso corporal), através de gavagem intra-
gastrica, durante todo o periodo de lactacéo;

d) Grupo Oleo de Coco (OC, n= 15 ninhadas): proles de mées que receberam
6leo de coco (0,59 de 6leo/kg de peso corporal), através de gavagem intra-

gastrica, durante todo o periodo de lactacéo.



Figura 1 - Gavagem intra-gastrica

Fonte: A autora, 2018.

Figura 2 - Desenho experimental do experimento 1

Eutanasia

o1 Lactagio (21 dias) 21
Gawvagem intra-gastrica nas maes

& Dias
180
J

T

Proles com livre acesso a ragdo padrao comercial e agua

-

Divisfo dos grupos:

___________ »| OS - Grupo Oleo de Scja (n=09)

OO0 — Grupo Oleo de Oliva (n=10)
OP — Grupo Oleo de Peixe (n=10)
OC — Grupo Oleo de Coco (n=10)

Fonte: A autora, 2018.
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E importante ressaltar que o grupo 6leo de soja foi utilizado como grupo controle por

ser esta a fonte lipidica da dieta comercial padrdo oferecida as maes, nao alterando, assim, o

perfil de acidos graxos fornecido a este grupo. Além disso, uma vez que a quantidade de 6leo

oferecida foi bem pequena (menos de 200ul em cada gavagem) e aproximadamente a mesma

para todos 0s grupos, ndo alterou a energia total diaria da dieta.

Ap6s o desmame, todas as proles tiveram livre acesso a dgua e a racdo comercial

padréo.
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3.2 Modelo de suplementacdo materna com 6leo de coco (OC) no periodo da lactacao,

onde parte da prole continuou recebendo racdo com 6leo de coco ao longo da vida
(OC+R) — Experimento 2

Neste experimento, foi utilizado parte dos animais do experimento 1, sendo
subdividido aleatoriamente nos seguintes grupos:

a) Grupo Oleo de Soja (OS, n= 09 ninhadas): proles de maes que receberam
6leo de soja (0,59 de 6leo/kg de peso corporal), através de gavagem intra-
gastrica, durante todo o periodo de lactacdo (21 dias);

b) Grupo Oleo de Coco (OC, n= 10 ninhadas): proles de mées que receberam
6leo de coco (0,59 de 6leo/kg de peso corporal), através de gavagem intra-
gastrica, durante todo o periodo de lactacéo.

¢) Grupo Oleo de Coco + Ragao suplementada com 6leo de coco (OC+R, n=
05 ninhadas): proles de mées que receberam 6leo de coco (0,5g de 6leo/kg
de peso corporal), através de gavagem intra-gastrica, durante todo o
periodo de lactagdo e, ap6s o desmame, continuaram recebendo racdo
suplementada com dleo de coco durante toda a vida.

Figura 3 - Desenho experimental do experimento 2

Nascimento

Eutanasia
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1 Lactagdo (21 dias) 21 180
Gavagem intra-gastrica nas mz"lesl Y J

{ - Proles dos grupos OS e OC com livre acesso a ragao

H padrio comercial e dgua.

\ - Proles do grupo OC+R com livre acesso a ragdo

A

suplementada com 6leoc de coco e 3gua

Divis3o dos grupos:

e e )
4

___________ »| OS-Grupo Oleo deSoja (n=08)
0OC- Grupo 0|ep de Coco (n=10)
OC+R - Grupo Oleo de Coco + Ragdo suplementada com 6leo de coco (n=05)

Fonte: A autora, 2018.



31

3.3 Preparo da ragdo suplementada com 6leo de coco

A racdo padrdo comercial foi triturada e foram adicionados proteina de soja
texturizada, amido de milho e 6leo de coco, de acordo com o quadro abaixo, a fim de
equilibrar os macronutrientes sem alterar as fontes de proteinas (PTN) e carboidratos (CHO),
mantendo a racdo com caracteristicas normocaldrica, normoprotéica, normoglicidica e
normolipidica.

Para o preparo dos novos pellets, foi adicionado um pouco de &gua e feita a
homogeneizacdo em batedeira por 10 minutos a fim de torna-la com uma consisténcia
adequada para formacdo dos novos pellets, que, entdo, eram submetidos a secagem em estufa
ventilada por 24 horas e, posteriormente, armazenados em geladeira. Esta racdo era feita

semanalmente para garantir a sua qualidade e validade.

Quadro 1 - Composicdo de macronutrientes da racdo suplementada com éleo de coco

QTD CHO PTN LIP
Ragdo padrdo” (g) 500 330 110 20
Amido (g) 600 510 0 0
Soja texturizada (Q) 500 100 260 5
Oléo de coco (mL) 50 0 0 50
TOTAL 1650 940 370 75
TOTAL em 10009 570 224 45
Kcal em 10009 3585 2279 897 409
%Kcal 63,6 25,0 11,4
Mix de minerais™ (g) 9,6
Mix de vitaminas™ (g) 1,6
L-cistina (mg) 875
Metionina (mg) 150
Lisina (mg) 50
Butil-hidroxitolueno (BHT) (mg) 300

Legenda: "Racdo padrdo para ratos (%Kcal: CHO: 68%; PTN: 22,7%; LIP: 9,2%) (Nuvilab-NUVITAL
Nutrientes LTDA, Parand, Brasil).
“Mistura de vitaminas e minerais formulada conforme recomendacdo do Instituto Americano de
Nutricdo AIN-93G de dieta para roedores; contém a quantidade recomendada de iodo (Reeves PG et
al, 1993).

Fonte: A autora, 2018.
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3.4 Eutanésia

Aos 21 dias de vida, as proles foram desmamadas e foi realizada a eutanasia das mées
e de 2 filhotes de cada ninhada ap6s jejum de 12 e 2 horas, respectivamente. Os 4 filhotes
restantes de cada ninhada foram acompanhados até os 180 dias de vida, quando ocorreu a
eutanasia ap6s jejum de 12 horas. Os animais foram anestesiados com 55 mg/kg PC de
guetamina e 100 mg/kg PC de xilazina e foi realizada remocao do sangue pela técnica de
puncgdo cardiaca. O sangue foi coletado em tubo heparinizado K3 a véacuo, e centrifugado
(1.260xg, 25 minutos, 4°C) para a obtencao do plasma que foi estocado em freezer a -20°C até
as andlises. Os tecidos separados para RT-PCR foram armazenados em tubos contendo

RNAIlater® e mantidos em freezer a -80°C, assim como os demais tecidos de interesse.

3.5. Avaliacao do estado nutricional

Os seguintes parametros para avaliacdo do estado nutricional das proles foram
utilizados:

a) Massa corporal: durante os 21 dias da lactacdo, a massa corporal dos
filhotes foi avaliada diariamente enquanto a massa das méaes foi avaliada de 4
em 4 dias. Ap6s o desmame, a afericdo da massa corporal foi realizada de 4
em 4 dias até os 180 dias de idade.

b) Ingestdo de racdo: a ingestdo alimentar das maes durante o periodo de
lactacdo e dos filhotes apds o desmame até 180 dias de idade foi
acompanhada de 4 em 4 dias. A gquantidade de racdo ingerida foi estimada
pela diferenca entre o peso da ragdo que restou na gaiola (Rf) e a quantidade

total colocada 4 dias antes (Ri), de acordo com a férmula:

Ingestdo de racéo (g) = (Ri=Rf) / 4 1)
n

O “n” corresponde ao numero de animais em cada gaiola, e “4” ¢ o nimero de

dias.
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¢) Composicgdo Corporal:

- Quantificacdo do conteudo corporal total de gordura e proteina —

Método de carcaca:

Aos 21 dias de vida, os filhotes e as maes tiveram sua composi¢ao
corporal avaliada através da quantificacdo do conteudo lipidico e
protéico das carcacas determinada segundo método ja padronizado
em nosso laboratério (FAGUNDES et al., 2007; TOSTE et al.,
2006).

Apos sacrificio, todas as visceras foram removidas. Em seguida as
carcacas foram pesadas, amolecidas em autoclave por 1 h e
homogeneizadas em agua destilada na proporcdo 1:1. Separamos
aliquotas contendo 3,0 g do homogeneizado para a determinagdo do
contetido de gordura por método gravimétrico (STANSBIE et al.,
1976). As aliquotas foram hidrolisadas em banho-maria a 70°C por 2
h na presenca de KOH 30% e de etanol absoluto e, apds acidificacao
com &cido sulfarico 6 M, os acidos graxos totais e o colesterol livre
foram extraidos mediante 3 lavagens sucessivas com éter de
petréleo. O material foi transferido para um recipiente previamente
pesado, e levado a capela de exaustdo até ficar bem seco, onde se
procedeu a pesagem. Apds a pesagem, as dilui¢cbes foram corrigidas
e 0s resultados expressos em gramas de gordura por 100 gramas de
carcaca.

O conteudo protéico foi determinado em aliquotas contendo 1,0 g do
homogenato, que foram aquecidas a 37°C por 1 h em KOH 0,6 N,
sob agitacdo. ApoOs centrifugacdo (806 xg, 10 minutos), a
concentracdo de proteinas totais foi determinada colorimetricamente
no sobrenadante (PETERSON, 1977), utilizando-se curva padréo de
albumina bovina. Os resultados foram expressos em gramas de
proteina por 100 gramas de carcaca.

- Composicgéo corporal através da absorciometria por dupla emissdo
de raios-x (DXA):

Aos 170 dias de vida, os ratos foram anestesiados com uma dose ndo

letal (i.p.) do anestésico Avertin® e levados ao equipamento Lunar
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DXA 200368 GE (Lunar, Wisconsin, EUA) com software especifico
(encore 2008. Versdo 12,20 GE Healthcare, Wisconsin, EUA)
(Figura 4). Com esta técnica foi possivel avaliar individualmente:
massa corporal total, massa magra total (g), gordura corporal total

(9) e massa de gordura do tronco (%).

Figura 4 - Animais submetidos ao DXA

Nota: Utilizando um instrumento Lunar DXA 200368 GE (Lunar, Wisconsin, EUA).
Fonte: A autora, 2018.

d) Adiposidade central: foi avaliada, aos 21 e 180 dias de vida, através do
peso da gordura retroperitoneal, mesentérica e ovariana/epididimal as quais
foram dissecadas e pesadas separadamente no dia da eutanasia. A soma
desses compartimentos € denominada massa de gordura visceral (MGV)
(HANSEN et al., 1997). Uma amostra de cada compartimento adiposo foi

armazenada em freezer (-80°C) para andlises posteriores.

3.6 Coleta do leite materno

No 20° dia de lactagdo, as maes foram separadas de seus filhotes por 2 horas,
anestesiadas com uma dose ndo letal de xilazina e quetamina e receberam uma injecdo
subcutanea de ocitocina (5Ul). O leite foi coletado manualmente de todas as tetas apds 15

minutos da injecdo de ocitocina e armazenado a -20°C para analises posteriores.
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3.7 Composigédo bioquimica do leite

A proteina total do leite foi dosada de acordo com o método de Peterson (1977),
usando uma curva de albumina serica bovina como padrdo. A concentracdo de proteina foi
determinada através da formula de Stauffer (1975) e os resultados foram expressos em mg/ml.

O conteudo de colesterol e triglicerideos foi medido em amostras de leite através de
ensaio colorimétrico usando um kit comercial da Bioclin (Bioclin, Belo Horizonte, Brasil).
Para a andlise de triglicerideos, as amostras de leite foram diluidas em &gua destilada na
proporcédo de 1:25). Os resultados de ambos foram expressos em mg/dl.

A lactose do leite foi analisada atraves de método colorimétrico usando acido picrico
(Khramov, Kolomeitseva, Papichev, 2008), e, como curva padrdo, lactose comercial (Sigma-
Aldrich Co, St. Louis, MO, EUA). Os resultados foram expressos em mg/ml.

As calorias totais do leite foram calculadas através da soma das calorias provenientes

de cada macronutriente isolado.

3.8 Determinagéo de hormonios no leite

As concentracdes de T3 e de leptina foram avaliadas no leite materno através de
radioimunoensaio (RIE) e ensaio imunoenzimatico (ELISA), respectivamente. O T3 total foi
dosado através de RIE comercial (MP Biomedicals, LLC, Nova lorque, EUA). O coeficiente
de variacdo intra-ensaio foi de 4,4% e o limite de sensibilidade foi de 6,7 ng/dL. A leptina foi
dosada através de kit comercial de ELISA (EMD Millipore Corporation, Billerica, MA,
EUA). O coeficiente de variagéo intra-ensaio foi de 2,13% e o limite de sensibilidade foi de
0,08 ng/mL.

3.9 Dosagem da glicemia de jejum

A glicose sanguinea de mées e da prole aos 21 e 180 dias foi medida na veia caudal
apos jejum de 2 (prole de 21 dias) ou 12 horas (maes e prole 180 dias) através de glicosimetro
(ACCU-CHEK Advantage; Roche Diagnostics, Mannheim, Alemanha).
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3.10 Dosagem de colesterol e triglicerideos plasméticos

Os niveis de colesterol total e triglicerideos foram avaliados em amostras de plasma
através de método colorimétrico utilizando um kit comercial da Bioclin (Bioclin, Belo
Horizonte, Brasil).

3.11 Dosagem de colesterol e triglicerideos hepéticos

Amostras de 50 mg de figado foram homogeneizadas em sonicador com 1 ml de
isopropanol (Vetec, Duque de Caxias, RJ, BR) e centrifugadas (5900 rpm, 10 minutos, 4°C).
O total de triglicerideos e colesterol foi mensurado no sobrenadante a partir de ensaio
colorimétrico utilizando kit comercial da Bioclin (Bioclin, Belo Horizonte, Brasil), sequindo

as recomendac0es do fabricante.

3.12 Determinacdo das concentragdes plasmaticas hormonais

Amostras de plasma foram utilizadas para diferentes dosagens hormonais por RIE e
ELISA. Cada horménio foi analisado em ensaio Unico, dispensando a avaliacdo do coeficiente
de variacdo interensaio.

As concentracdes de T4 livre e T3 total foram determinadas atraves de RIE comercial
(MP Biomedicals, LLC, Nova lorque, EUA). O coeficiente de variacdo intra-ensaio foi de
3,9% para T4 livre e 4,4% para T3 total. O limite de sensibilidade foi de 0,045 ng/dL para T4
livre e 6,7 ng/dL para T3 total.

A insulinemia foi avaliada utilizando kit de RIE comercial (MP Biomedicals, LLC,
Nova lorque, EUA). O coeficiente de variagao intraensaio foi de 4,3% e a sensibilidade limite
de 4,6 pUI/mL. Os valores foram expressos em pUI/mL.

A corticosteronemia foi determinada através de RIE comercial (MP Biomedicals,
LLC, Nova lorque, EUA). O coeficiente de variacdo intra-ensaio foi de 7,1% e sensibilidade

de 7,7 ng/mL. Os valores foram expressos em ng/mL.
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As concentracBes plasmaticas de leptina foram determinadas através de ELISA (EMD
Millipore Corporation, Billerica, MA, EUA) assim como o0s niveis plasmaticos de TSH
(ALPCO Diagnostics, Salem, NH, EUA). O coeficiente de variacdo intraensaio foi de 2,13%
para leptina e 3,7% para o TSH. O limite minimo de sensibilidade para leptina foi de 0,08

ng/mL e de 0,01 ng/mL para o TSH. Os valores foram expressos em ng/mL.

3.13 indice de Resisténcia & Insulina (IRI)

Foi feito o calculo do indice de resisténcia a insulina (IRI) através da formula:

IRI: insulina de jejum (uUI/ml) X glicemia de jejum (mmol/l) (2)

3.14 Determinacao dos niveis de leptina no tecido adiposo branco retroperitoneal

Os niveis de leptina foram analisados no tecido adiposo retroperitoneal através de
ELISA (EMD Millipore Corporation, Billerica, MA, EUA) em ensaio Unico, dispensando o
coeficiente de variacdo interensaio. O coeficiente de variacdo intra-ensaio foi 2,13% e o limite
de sensibilidade foi de 0,08 ng/mL.

Antes do ensaio, as amostras de tecido adiposo foram homogeneizadas com tampao
RIPA (50mM TRIS, 150mM NaCl, 0,1% SDS, 50mM NaF, 1mM ortovanadato de sédio,
30mM pirofosfato de sédio, 5SmM-EDTA, Triton X-100 1%), adicionado de coquetel de
inibidores de proteases (cOmplete EDTA-free - Roche Applied Science, Mannheim,
Alemanha). Os homogenatos foram centrifugados trés vezes a 13000 rpm por 5 minutos a 4°C
e o infranadante foi coletado e estocado a -20°C até serem utilizados na anélise. A
concentracdo de proteinas totais dos homogenatos foi dosada através de kit de dosagem de
proteinas do &cido bicinconinico (Thermo Scientific, Rockford, IL, EUA) e o resultado do
ELISA foi corrigido pelo contetido de proteinas totais da respectiva amostra.
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3.15 Analise da expressdo de proteinas por Western Blotting

Foi avaliado o contetido de TRB1 no figado das maes e das proles de 21 e 180 dias e
de UCP-1 no tecido adiposo marrom (TAM) dos filhotes de 21 dias.

3.15.1 Processamento dos tecidos

O figado e o TAM foram homogeneizados em tampdo RIPA a 4°C (50mM TRIS,
150mM NaCl, 0,1% SDS, 50mM NaF, 1mM ortovanadato de sédio, 30mM pirofosfato de
sodio, 5mM-EDTA, Triton X-100 1%), adicionado de coquetel de inibidores de proteases
(cOmplete EDTA-free - Roche Applied Science, Mannheim, Alemanha). Os homogenatos de
figado foram centrifugados a 13200 rpm por 25 minutos a 4°C e os de TAM foram
centrifugados trés vezes seguidas a 13000 rpm por 5 minutos, a 4°C.

Os homogenatos foram utilizados para dosagem de proteina através do kit de dosagem
de proteinas do &cido bicinconinico (Thermo Scientific, Rockford, IL, EUA) e, em seguida,
foi realizada a leitura em leitor de microplaca (TU-1800 UV-VIS, EUA) com comprimento de
onda de 545-590nm.

Todos os homogenatos foram mantidos a -20 °C até serem utilizados nas analises de

western blotting.

3.15.2 Western Blotting

Preparamos um gel de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE) e pipetamos, por slot do gel,
30pg de proteinas totais para as amostras de TAM e 10 pg de proteinas totais para as amostras
de figado. Em seguida, as proteinas foram transferidas por eletroforese para membranas de
nitrocelulose (Hybond P, Amersham Biosciences, Inglaterra). Para inibir as ligacdes
inespecificas do anticorpo, cada membrana foi incubada por 45 minutos em 25mL de T-TBS
acrescido de 1,259 de albumina sérica bovina (BSA) (Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO,

EUA) a 25°C. Posteriormente, as membranas foram incubadas (overnight) com anticorpo
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primario especifico para cada proteina. No dia seguinte, as membranas foram lavadas com T-TBS
e incubadas com o anticorpo secundério, de acordo com o anticorpo primério utilizado (Quadro
2), por 1h (25°C) sob agitacdo constante. Apds mais uma sequéncia de lavagens, as membranas
foram incubadas com estreptavidina com a mesma concentracdo do anticorpo secundario por 1h,
25°C. As membranas foram lavadas novamente com T-TBS, tratadas com quimioluminescéncia
(ECL, Amersham Biosciences, Inglaterra) por 2 minutos e reveladas. As imagens das bandas
foram analisadas e quantificadas com auxilio do programa Image J (Media Cybernetics).

Todos os resultados obtidos foram normalizados pela actina.

Quadro 2 - Anticorpos primarios e secundarios utilizados e suas respectivas dilui¢cdes:

FIGADO (MAES)

Estreptavidina com
Anticorno primario Anticorpo secundario peroxidase (EMD
Pop biotinilado Millipore Corporation,
Billerica, MA, EUA)
Anti-TRB1 — Rabbit Anti-Rabbit (Sigma-
TRp1 (Abcam Inc. Cambridge, | Aldrich Co, St. Louis, MO, 1:10000
MA, EUA) (1:500) EUA) (1:10000)
Anti-Actina — Mouse Anti-Mouse (Sigma-
ACTINA (Sigma-Aldrich Co, St. Aldrich Co, St. Louis, MO, 1:5000
Louis, MO, EUA) (1:500) EUA) (1:5000)
FIGADO (21 DIAS)
Anti-TRB1 — Rabbit Anti-Rabbit (Sigma-
TRpB1 (Abcam Inc. Cambridge, | Aldrich Co, St. Louis, MO, 1:10000
MA, EUA) (1:500) EUA) (1:10000)
Anti-Actina — Mouse Anti-Mouse (Sigma-
ACTINA (Sigma-Aldrich Co, St. Aldrich Co, St. Louis, MO, 1:10000
Louis, MO, EUA) (1:500) EUA) (1:10000)
FIGADO (180 DIAS)
Anti-TRB1 — Rabbit Anti-Rabbit (Sigma-
TRp1 (Abcam Inc. Cambridge, | Aldrich Co, St. Louis, MO, 1:10000
MA, EUA) (1:500) EUA) (1:10000)
Anti-Actina — Mouse Anti-Mouse (Sigma-
ACTINA (Sigma-Aldrich Co, St. Aldrich Co, St. Louis, MO, 1:5000
Louis, MO, EUA) (1:500) EUA) (1:5000)
TAM (21 DIAS)
Anti-UCP-1 — Rabbit Anti-Rabbit (Sigma-
UCP-1 (Sigma-Aldrich Co, St. Aldrich Co, St. Louis, MO, 1:7000
Louis, MO, EUA) (1:500) EUA) (1:7000)
Anti- Actina — Mouse Anti-Mouse (Sigma-
ACTINA (Sigma-Aldrich Co, St. Aldrich Co, St. Louis, MO, 1:7000
Louis, MO, EUA) (1:500) EUA) (1:7000)

Fonte: A autora, 2018.
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3.16 Analise de expressao génica por RT-PCR

O RNA total foi extraido a partir do figado e tecido adiposo marrom (TAM) de mées e
da prole de 180 dias, sob condicdes livre de RNAse, com o reagente TRIzol (Cat. N0.15596 -
018) (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) para o figado e com kit comercial especifico para
extracdo de RNA de tecido adiposo — RNeasy Lipid Tissue Mini Kit — (QIAGEN GmbH,
Hilden, Alemanha) para o TAM e quantificadas através do NanoVue™Plus
Spectrophotometer (GE Healthcare, Buckinghamshire). Foram utilizadas as amostras com
razdo de absorbancia A260/A280 > 1,8. O cDNA foi preparado a partir do RNA total,
utilizando Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase (M-MLV RT) para RT-
PCR (Cat. No. 1158862) e Oligo(dT)15Primer (Promega, Madison, W1, EUA).

Foram mensuradas as expressdes de RNAm de UCP-1 (ID: Rn00562126_m1) no
TAM e desiodase 1 (Dio 1) (ID:Rn00572183_m1) no figado de maes e proles de 180 dias,
além de desiodase 2 (Dio2) (ID: Rn00581867_m1) no TAM de proles de 180 dias usando o
TagMan® Fast Universal PCR Master Mix (2X) No AmpErase® UNG (Catalogo #: 4324018)
(Applied Biosystems®, Foster City, CA, EUA) de acordo com as recomendagbes do
fabricante, com o equipamento Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems®, Foster City, CA, EUA). Foi utilizado como controle interno o primer da
B—actina (ID: Rn00667869_m1). Todos primers e sondas foram preparados pela Applied
Biosystems (Foster City, CA, EUA). Os ensaios foram realizados em duplicata, e 0s
resultados foram normalizados pelos niveis de expressao do RNAm da B—actina utilizando o
método 2°24¢T (LIVAK, et al., 2001).

3.17. Andlise estatistica

Os dados foram analisados por anélise de variancia univariada (One-way ANOVA),
seguido do pos-teste Newman-Keuls. Todos os resultados estdo expressos como média + erro
padrdo da média (EPM) e foram considerados significantes quando p<0,05. As analises

estatisticas foram realizadas utilizando o GraphPadPrism 5.00 (San Diego, CA, EUA).
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4 RESULTADOS

4.1 Resultados das mées na lactacao

N&o foram encontradas diferencas entre 0s grupos quanto ao peso corporal (Figura
5A), ganho de peso total (Figura 5B), ingestdo alimentar (Figura 5C) e ingestdo acumulada

(Figura 5D) nas mdes durante o periodo de lactag&o.

Figura 5 — Avaliacdo do peso corporal e ingestdo alimentar de mées durante o periodo de

lactacdo
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Legenda: (A) Evolucdo do peso corporal; (B) ganho de peso; (C) evolucdo da ingestdo alimentar; (D) ingestdo
acumulada; OS: 6leo de soja; OO: dleo de oliva; OP: dleo de peixe; OC: 6leo de coco

Nota: Valores expressos em média £ EPM; n=10 por grupo, com exce¢do do grupo OS com n=09.

Fonte: A autora, 2018.

Ao final da lactacdo, as mées do grupo OO apresentaram menor conteudo de gordura
visceral (-53%, Figura 6A) e gordura total (-18%, Figura 6B) quando comparado ao grupo OS
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e nenhuma diferenca foi encontrada no contetido de massa magra total entre os grupos (Figura
6C).

Figura 6 — Composigdo corporal de mdes ao final do periodo de lactagéo

(A) (B)

81

N
o
]

_I
_I

o
[¢)]
1

Gordura Visceral (g)
-
<
Gordura Corporal Total
(g/ 100g de carcaga)
<

o
o
L

401

) w
2

Massa magra total
=
o
I

(9/100g de carcaga)

o
L

o@ oO X OO

Legenda: (A) Contetdo de gordura visceral; (B) gordura corporal total, (C) massa magra total; OS: 6leo de soja;
0O0: 6leo de oliva; OP: dleo de peixe; OC: éleo de coco; *Vs OS; p< 0,05.

Nota: Valores expressos em média £ EPM; n=10 por grupo, com exce¢do do grupo OS com n=09.
Fonte: A autora, 2018.

Com relacdo ao perfil bioquimico e hormonal, as méaes dos grupos OO, OP e OC
apresentaram, ao desmame, niveis elevados de colesterol plasmatico quando comparados ao
grupo OS (+32%, +28% e +35%, respectivamente, Tabela 1) e somente o grupo OO
apresentou niveis plasmaticos elevados de triglicerideos em comparacao ao grupo OS (+72%,
Tabela 1). Com relacdo aos niveis de glicose sanguinea, as maes do grupo OC apresentaram
niveis mais baixos quando comparadas as maes dos grupos OS (-9%), OO (-12%) e OP (-
9%), mas nenhuma diferenca foi encontrada nos niveis de insulina plasmatica e no indice de
resisténcia a insulina entre os 4 grupos (Tabela 1). Além disso, ndo foram encontradas
diferencas no conteddo de colesterol e triglicerideos hepéaticos, bem como nos niveis

plasmaticos de corticosterona e leptina entre os grupos (Tabela 1).
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Tabela 1 - Perfil bioquimico e hormonal de mées ao final da lactacdo

0S 00 OopP OC
Maes
Glicose 8389+139 87,10£213  84,33%203 76,44+2,03"
(mg/dl)
0 i 1750+2,42 17,00+136  2393+352  27,36+6,10
_(uu/m)
Indice de resisténciaa gy o), 1580 91,32+1084 11090+19,28 123,3+3099
insulina (IRI)
CO'eSte(r%'g%";‘)sma“co 62,36+248 8255+5536" 79,68+344" 8395+4,81"
g NEEeEs 87,97+6,02 1410+20,92° 113,7+20,24 126,7 + 15,34

plasmético (mg/dl)
Corticosterona (ng/ml) 716,1 +113,9 1092,0+ 153,1 984,5+92,37 1026,0 + 146,2

Colesterol hepdtico 4 75, 017 1674016  175£0,15 149007
((mg/dl)/mg)
Triglicerideo hepatico 5o, 519 1544015  170+015  1,80+022
((mg/dl)/mg)
Leptina + + + +
(ng/ml) 0,3174+0,07 0,4401+0,08 0,7406+0,21 0,5601 = 0,076
Legenda: OS: 6leo de soja; OO: 6leo de oliva; OP: dleo de peixe; OC: dleo de coco. *Vs OS; 8Vs OO; Vs OP;
p<0,05.
Nota: Valores expressos em média £ EPM; n=10 por grupo, com exce¢do do grupo OS com n=09.
Fonte: A autora, 2018.

Os grupos OO, OP e OC apresentaram niveis plasmaticos mais baixos de T4 livre (-
42%; -37%; -39%, respectivamente, Figura 7A), enquanto somente os grupos OP e OC
apresentaram niveis plasmaticos aumentados de T3 total quando comparados ao grupo OS

(+72%; +88%, respectivamente, Figura 7B) e nenhuma diferenca foi encontrada nos niveis

plasmaticos de TSH.
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Figura 7 - ConcentracGes plasmaticas de hormonios relacionados a funcdo tireoideana de

mades ao final do periodo de lactacdo
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Legenda: (A) Niveis plasmaticos de T4 livre; (B) niveis plasmaticos de T3 total (B); (C) niveis plasmaticos de
TSH; OS: 6leo de soja; OO: 6leo de oliva; OP: éleo de peixe; OC: éleo de coco; "Vs OS; p< 0,05.

Nota: Valores expressos em média £ EPM; n=10 por grupo, com exce¢do do grupo OS com n=09.

Fonte: A autora, 2018.

Ao final da lactagdo, também foi analisado o contetdo de TRP1 e a expressao de
RNAm de desiodase 1 (Dio 1) no figado das maes (Figura 8A e 8B, respectivamente) e

nenhuma diferenca significativa foi encontrada entre 0s grupos para ambos os marcadores.
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Figura 8 - Marcadores da funcéo tireoideana no figado de mées ao final do periodo de
lactacdo
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Legenda: (A) Contetido de TRB1 com imagens das bandas representativas de cada grupo para a proteina de
interesse e controle interno (actina); (B) expressdo de RNAm de Dio 1; OS: dleo de soja; OO: 6leo de
oliva; OP: 6leo de peixe; OC: éleo de coco.

Nota: Valores expressos em média £ EPM; n=07 para WB e n =09 para RT-PCR por grupo.

Fonte: A autora, 2018.

Foram avaliados, ainda, 0 peso do TAM e a expressdo de RNAmM de UCP-1 neste

tecido das mées e nenhuma diferenga foi observada entre os grupos (Figura 9).

Figura 9 — Marcadores de termogénese em mées ao final do periodo de lactacdo
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Legenda: (A) Peso do TAM; (B) expressdao de RNAm de UCP-1; OS: 6leo de soja; OO: 6leo de oliva; OP: 6leo
de peixe; OC: 6leo de coco; *Vs OS; p<0,05.

Nota: Valores expressos em média £ EPM; n=09 por grupo.

Fonte: A autora, 2018.

A Tabela 2 mostra a composi¢do bioquimica do leite materno ao final da lactacdo. Néo
foram encontradas diferencas entre os grupos quanto ao contetdo de lactose e proteina. Com

relacdo ao perfil lipidico do leite, os grupos OO e OC apresentaram niveis aumentados de
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colesterol em relagdo ao grupo OS (39% e +52%, respectivamente), enquanto somente o
grupo OC apresentou maiores concentra¢fes de triglicerideos quando comparado aos outros
trés grupos (+94% Vs OS; +46% Vs OO; + 54% Vs OP). As mées dos grupos OO e OC
apresentaram leite mais calérico quando comparados ao leite das maes do grupo OS (+40% e
+78%, respectivamente). Os niveis de T3 e leptina no leite materno também foram avaliados e
nenhuma diferenca foi encontrada entre 0s grupos para o T3, enquanto os niveis de leptina
foram menores no leite das maes do grupo OC quando comparado aos outros trés grupos (-
45% Vs OS; -45% Vs 00; -47% Vs OP, Tabela 2).

Tabela 2 - Composicdo de macronutrientes e niveis de T3 e leptina no leite materno de méaes
ao final do periodo de lactacdo:
0S 00 OP oC

actose 3684+3880 34803654  3794+3509  33,81%2775
(mg/ml)

Proteinatotal = g 5545837  7411+3586  69,17+3473  71,11+2311
(mg/ml)

C(or:]egsltglr)OI 3670+3634  5096+3267°  4655+4838  558,7+53,84"

T“%'r']cg‘jggeos 3640 + 405,9 4852 + 406 5 4599 + 6865 7079 + 780,0"

Ca'(‘g;‘"i‘lsr;?)ta's 0.7060 + 0,0697 09917 + 0,0666" 09334 +0,1068 1,259 + 0,1800"

(n;/%u) 1420+1608  1843+3085  1423+1286 18372142
I(_neglfltr:nnlz)i 21020116  2128+0129  2192+0137 1,166+0,104"°
Legenda: OS: 6leo de soja; OO: 6leo de oliva; OP: 6leo de peixe; OC: éleo de coco; “Vs OS; Vs OO; Vs OP;
p<0,05.

Nota: Valores expressos em média £ EPM; n=10 por grupo, com exce¢do do grupo OS com n=09.
Fonte: A autora, 2018.

4.2 Resultados das proles lactentes

Ao longo do periodo de lactacdo, foi observado que o grupo OO apresentou maior
massa corporal que os outros trés grupos desde o 32 dia de vida até o desmame (~8% Vs OS;
~6% Vs OP; ~6% Vs OC, Figura 10A), o que refletiu no seu ganho de peso total que se
apresentou maior que o dos demais grupos (+10% Vs OS; +8% Vs OP; +8% Vs OC, Figura
10B).
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Figura 10 - Avaliacao do peso corporal das proles durante o periodo de lactacédo
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Legenda: (A) Evolucdo do peso corporal; (B) ganho de peso; OS: 6leo de soja; OO: 6leo de oliva; OP: éleo de
peixe; OC: dleo de coco (OC); = OO Vs OS, OP, OC; *VsOS; # Vs OC; “Vs OP; p< 0,05.

Nota: Valores expressos em média £ EPM; n=60 por grupo, com exce¢do do grupo OS com n=54.

Fonte: A autora, 2018.

Ao desmame (21 dias de idade), foi observado que a prole do grupo OO apresentou
maior contetdo de gordura visceral quando comparado ao grupo OS (+56%, Figura 11A).
Além disso, os filhotes do grupo OO apresentaram maior gordura corporal total quando
comparado aos outros trés grupos (+19% Vs OS; +16% Vs OP; +20% Vs OC, Figura 11B).
Sobre a massa magra da prole aos 21 dias, o grupo OP apresentou menor conteido protéico
em relacdo ao grupo OS (-22%, Figura 11C).
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Figura 11 — Composicgdo corporal das proles ao final do periodo de lactagéo
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Legenda: (A) Contetdo de gordura visceral; (B) contetido de gordura corporal total; (C) conteldo de massa
magra total (C); OS: dleo de soja; OO: dleo de oliva; OP: éleo de peixe; OC: 6leo de coco; "VsOS; #
Vs OC; °Vs OP; p< 0,05.

Nota: Valores expressos em média £ EPM; n=20 por grupo.

Fonte: A autora, 2018.

Quanto ao perfil bioquimico e hormonal da prole aos 21 dias, o grupo OP apresentou
menores concentracBes plasmaticas de colesterol total comparado ao grupo OO (-24%, Tabela
3). Menores concentragdes plasmaticas de triglicerideos foram observadas nos filhotes dos
grupos OP e OC quando comparado as dos grupos OS e OO (-26% OP Vs OS; -29% OP Vs
00; -39% OC Vs OS; -41% OC Vs OO, Tabela 3). N&o foram encontradas diferencas nas
concentragOes de colesterol e triglicerideos hepaticos, glicose sanguinea, insulina, indice de

resisténcia a insulina (IR1), corticosterona e leptina plasmaticas entre os grupos (Tabela 3).
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Tabela 3 - Perfil bioquimico e hormonal das proles ao final do periodo de lactagéo:

0S 00 opP oC
Filhotes (21 dias)
Glicose 96,11+195 9395+263  9690+285 94,90+ 2,60
(mg/dl)
Insulina 2562+339 1858+1,81  1963+192  17,82+2,03
) (LIU/ml)
Indice de resIStenciad ' ;5554 17,97 102141421 1082+11,75 94,65+ 10,81
insulina (IRI)
Co'esm(rr?]'g'j’é"i‘;ma“co 176,5+ 12,84 199,6 +14,00 1508+ 11,055  169,0 + 8,37
Tnglicerldeo ' 137141042 140841057 1001+1241" 82,96+8,71°
plasmatico (mg/dl)
Corticosterona (ng/ml) 781,2+84,46 828,6+8254 991,1+61,98 786,4 + 60,78
Colesterol hepatico 1 45,003 1554008  1,65+017 1,45 £ 0,06
((mg/dl)/mg)
Triglicerideo hepatico 4 65, 13 1674008  170£016 180011
((mg/dl)/mg)
Leptina 1214015 161+020  1,29+0,20 1,30 £0,19
(ng/ml)

Legenda: OS: 6leo de soja; OO: dleo de oliva; OP: dleo de peixe; OC: 6leo de coco; *Vs OS; &Vs OO; p< 0,05.
Nota: Valores expressos em média + EPM; n=20 por grupo para analise de glicose e n=10 por grupo para as

demais analises.
Fonte: A autora, 2018.

As concentracOes plasmaticas de T4 livre e T3 total nas proles ao desmame nédo foram

diferentes entre 0s grupos experimentais (Figura 12A e 12B, respectivamente).

Figura 12 - ConcentracGes plasmaticas de hormdnios tireoideanos das proles ao final do
periodo de lactacdo
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Legenda: (A) Niveis plasméticos de T4 livre; (B) niveis plasméticos de T3 total; OS: dleo de soja; OO: dleo de
oliva; OP: 6leo de peixe; OC: 6leo de coco.

Nota: Valores expressos em média £ EPM; n=10 por grupo.

Fonte: A autora, 2018.



50

Nenhuma diferenga significativa foi encontrada no contetido de TRB1 no figado dos

filhotes aos 21 dias de mées tratadas com os diferentes tipos de 6leos (Figura 13).

Figura 13 - Conteddo de TRB1 no figado das proles ao final do periodo de lactacédo
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Legenda: Imagem das bandas representativas de cada grupo para a proteina de interesse e controle interno
(actina); OS: 6leo de soja; OO: 6leo de oliva; OP: 6leo de peixe; OC: éleo de coco

Nota: Valores expressos em média + EPM; n=07 por grupo.

Fonte: A autora, 2018.

Foi observado que os filhotes do grupo OO apresentaram TAM mais pesado quando
comparado ao grupo OS (+16%, Figura 14A), no entanto, nenhuma diferenca significativa foi

encontrada, entre os grupos, no contelldo de UCP-1 neste tecido (Figura 14B).

Figura 14 - Marcadores de termogénese nas proles ao final do periodo de lactagédo
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Legenda: (A) Peso do TAM; (B) contetido de UCP-1 com as imagens das bandas representativas de cada grupo
para a proteina de interesse e controle interno (actina); OS: dleo de soja; OO: 6leo de oliva; OP: 6leo
de peixe; OC: 6leo de coco; *Vs OS; p< 0,05.

Nota: Valores expressos em média + EPM; n=20 por grupo para peso do TAM; n=07 por grupo para WB.

Fonte: A autora, 2018.
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4.3 Resultados das proles adultas

4.3.1 Experimento 1 - proles adultas de maes tratadas com 6leo de soja (OS), 6leo de oliva
(00), 6leo de peixe (OP) e 6leo de coco (OC)

Na vida adulta, aos 180 dias de vida, os grupos OO e OC apresentaram maior peso
corporal quando comparados ao grupo OS (+6% e 10%, respectivamente, Figura 15), além do
grupo OC também apresentar maior peso corporal do que o grupo OP (+7%, Figura 15).
Como mostra o gréafico de evolucdo de peso apos o desmame e até os 180 dias de vida (Figura
15), o grupo OO ja era mais pesado que o grupo OS desde o periodo do desmame (+10%),
tendo normalizado o seu peso durante o decorrer da vida e voltando a ganhar peso a partir do
dia 130 de vida (~+6%), mantendo este perfil até o dia 180. Ja o grupo OC apresentou um
aumento do peso corporal, em relacdo aos grupos OS e OP, a partir do 73° dia de vida (+7%
Vs OS e +6% Vs OP) e manteve-se mais pesado até o dia do sacrificio (~+9% Vs OS e ~+7%

Vs OP ao longo da vida).

Figura 15 - Evolucdo do peso corporal das proles a partir do desmame até os 180 dias de vida
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Legenda: OS: 6leo de soja (OS); OO: dleo de oliva; OP: 6leo de peixe; OC: dleo de coco; “O0 Vs OS; ° OO0 Vs
OP; 200 Vs OC; * OC Vs OS; $OC Vs OP; p< 0,05.

Nota: Valores expressos em média £ EPM; n=40 por grupo, com exce¢do do grupo OS com n=36.

Fonte: A autora, 2018.

Ao analisar o ganho total de massa corporal a partir do desmame até o fim da vida, o
perfil apresentado no grafico de evolugdo de peso foi mantido com o grupo OO apresentando
maior ganho de peso do que o grupo OS (+6%) e o grupo OC apresentando maior ganho de

peso total quando comparado aos grupos OS (+11%) e OP (+8%) (Figura 16).
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Figura 16 - Ganho de peso corporal total das proles a partir do desmame até os 180 dias de
vida
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Legenda: OS: 6leo de soja; OO: éleo de oliva; OP: dleo de peixe; OC: dleo de coco; *Vs OS; °Vs OP; p< 0,05.
Nota: Valores expressos em média £ EPM; n=40 por grupo, com excecdo do grupo OS com n=36.
Fonte: A autora, 2018.

Em relacdo a ingestdo alimentar ao longo da vida (Figura 17), a alteragdo mais
expressiva foi observada no grupo OC que se tornou hiperfagico quando comparado aos
grupos OS, OO e OP a partir do dia 109 (+6% Vs OS; + 4% Vs OO; +9% Vs OP) até o dia
180 de vida (~+7% Vs OS; ~+5% Vs OO; ~+ 9% Vs OP ao longo da vida), no entanto, em
relacdo ao grupo OS, o grupo OC ja apresentava-se hiperfagico desde o dia 61 (+8%). O
grupo OP apresentou menor ingestdo alimentar quando comparado ao grupo OO do dia 109

ao dia 145 (-5%), no entanto essa altera¢do ndo se manteve até o fim da vida (Figura 17).

Figura 17 — Evolugdo da ingestdo alimentar das proles a partir do desmame até os 180 dias de

vida.
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Legenda: OS: 6leo de soja; OO: 6leo de oliva; OP: 6leo de peixe; OC: dleo de coco; * OO Vs OS; 00 Vs OP; £
00 Vs OC; # OC Vs OS; *OP Vs 0S; § OC Vs OP; p< 0,05.

Nota: Valores expressos em média + EPM; n=40 por grupo, com exce¢do do grupo OS com n=36.

Fonte: A autora, 2018.
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Contudo, ao analisar a ingestdo alimentar acumulada ao longo dos 180 dias de vida,

somente o grupo OC apresentou uma maior ingestdo alimentar quando comparado ao grupo
OS (+7%, Figura 18).

Figura 18 - Ingestdo alimentar acumulada das proles durante os 180 dias de vida
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Legenda: OS: 6leo de soja; OO: éleo de oliva; OP: dleo de peixe; OC: dleo de coco; Vs OS; p< 0,05.
Nota: Valores expressos em média + EPM; n=40 por grupo, com exce¢do do grupo OS com n=36.
Fonte: A autora, 2018.

Em relacdo a composicdo corporal aos 180 dias de vida, foi observado que 0s grupos
OO e OC apresentaram maior % de gordura total (+27% e +42%, respectivamente, Figura
19A) e conteudo de gordura visceral (+24% e +44%, respectivamente, Figura 19B)
comparados ao grupo OS. E, ainda, somente o grupo OC apresentou maior contetdo de
gordura visceral quando comparado ao grupo OP (+30%, Figura 19B). Em relacdo a massa

magra, somente o grupo OO apresentou maior conteido em relacdo ao grupo OS (+9%,
Figura 19C).
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Figura 19 — Composicao corporal das proles aos 180 dias de vida
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Legenda: (A) Percentual de gordura corporal total; (B) contetdo de gordura visceral, (C) conteido de massa
magra total (C); OS: 6leo de soja; OO: 6leo de oliva; OP: 6leo de peixe; OC: 6leo de coco; “Vs OS;
Vs OP; p< 0,05.

Nota: Valores expressos em média £ EPM; n=10 por grupo.

Fonte: A autora, 2018.

Foi realizada a analise do perfil bioquimico e hormonal dos animais aos 180 dias de
vida e nenhuma diferenca significativa foi encontrada para os niveis de glicose sanguinea,
insulina, indice de resisténcia a insulina (IRI), corticosterona e colesterol plasmaticos entre os
grupos (Tabela 4). Sobre os triglicerideos plasmaticos, o grupo OC apresentou niveis maiores
em relacdo ao grupo OP (49%, Tabela 4). Também ndo houve diferenga significativa no

contetido de colesterol e triglicerideos hepaticos entre os grupos (Tabela 4).



Tabela 4 - Perfil bioquimico e hormonal das proles aos 180 dias de vida
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0S 00 oP oC
180 dias
Glicose (mg/dl) 8902+1,799 9292+1337 9253+1375 92.80+1117
Insulina (UIU/mI)  10,74+2,777  21,70£2,020 20,37 £2,392 21,73+ 2,494
Indice deresisténciaa o oo\ 1460 1126+1135 96434699 116.3 + 15,56
insulina (IRI) (UM)
CO'eSte(rr?]'g'j’c'ﬁ;ma“CO 5581 +5700 5082+3048 5558+3577 5541 +5,787
Triglicerideo 92,60 +14,19 7989+7.716 7122+7.623 1063+ 13,93
plasmatico (mg/dl)
Corticosterona (ng/ml) 982,1+1480 1062 +135,7 901,7+146,6 1094 +174,1
Colesterol hepatico 1 54, 15 1434006 153008  1,75+0,23
((mg/dl)/mg)
Triglicerideo hepatico 4 g5, 905 2324013  215:012  2,11%0,14
((mg/dl)/mg)

Legenda: OS: 6leo de soja; OO: dleo de oliva; OP: dleo de peixe; OC: 6leo de coco; Vs OP; p<0,05.
Nota: Valores expressos em média + EPM; n=40 por grupo para analise da glicose e n=10 para as demais

analises.
Fonte: A autora, 2018.

Em relagdo aos hormonios tireoideanos, aos 180 dias, ndo foram encontradas

diferencas significativas nos niveis de T4 livre entre os grupos (Figura 20A) e os niveis de T3

total apresentaram-se maiores nos grupos OO, OP e OC quando comparados ao grupo OS

(+39%, +66% e +59%, respectivamente, Figura 20B). Contudo, nenhuma diferenca foi

observada nos niveis de TSH plasmatico (Figura 20C).
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Figura 20 - Perfil plasmatico de horménios relacionados a funcéo tireoideana em proles aos
180 dias de vida.
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Legenda: (A) Niveis plasmaticos de T4 livre; (B) niveis plasmaticos de T3 total (B); (C) niveis plasmaticos de
TSH; OS: 6leo de soja; OO: 6leo de oliva; OP: éleo de peixe; OC: éleo de coco; "Vs OS; p< 0,05.

Nota: Valores expressos em média £ EPM; n=10 por grupo.

Fonte: A autora, 2018.

Foram avaliados, ainda, marcadores da funcéo tireoideana no figado e no TAM, no
entanto, nenhuma diferenga significativa foi encontrada no conteatdo de TRB1 no figado
(Figura 21A) e na expressdo de RNAm de desiodase 1 no figado (Figura 21B) e desiodase 2 e
UCP-1 no TAM (Figura 21D e 21E, respectivamente), embora tenha sido observado que o
TAM do grupo OC era mais pesado em relagédo ao TAM do grupo OS e OP (+39% e +51%,
respectivamente) e o grupo OO apresentou este tecido mais pesado do que o do grupo OP
(+21%, Figura 21C).
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Figura 21 - Marcadores da fungdo tireoideana no figado e no TAM das proles aos 180 dias de

vida
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Legenda: (A) conteddo de TRB1 no figado com imagens das bandas representativas de cada grupo para a
proteina de interesse e controle interno (actina); (B) expressdo de RNAm de desiodase 1 (Diol) no
figado; (C) peso do TAM; (D) expressdao de RNAm de desiodase 2 (Dio2) no TAM; (E) expressao de
RNAmM de UCP-1 no TAM; OS: éleo de soja; OO: 6leo de oliva; OP: 6leo de peixe: OC: éleo de coco

(OC).

Nota: Valores expressos em média £ EPM; n= 07 por grupo para WB e n=09 por grupo para RT-PCR.
Fonte: A autora, 2018.

Foi observado, ainda, um aumento nas concentracdes de leptina plasmatica nos grupos

OO e OC quando comparados ao grupo OS (+163% e +217%, respectivamente, Figura 22A)
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e, ao analisar o conteudo de leptina no tecido adiposo, foi observado o mesmo perfil de
aumento de contelldo do horménio nos grupos OO e OC em relagcdo ao grupo OS (+95% e
+178%, Figura 22B) e que, neste tecido, também foi maior em relacdo ao grupo OP (1.4 e 2.4

fold-increase, respectivamente, Figura 22B).

Figura 22 - Niveis plasmaticos e conteudo tecidual de leptina das proles aos 180 dias de vida.
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Legenda: (A) Niveis plasmaticos de leptina; (B) conteldo de leptina no tecido adiposo branco retroperitoneal;
OS: dleo de soja; OO: dleo de oliva; OP: dleo de peixe; OC: 6leo de coco; "Vs OS; Vs OP; p<0,05.

Nota:Valores expressos em média + EPM; n=10 por grupo.

Fonte: A autora, 2018.

4.3.2 Experimento 2: proles adultas de maes tratadas com 6leo de coco na lactacdo (OC) e que

continuaram recebendo racdo com 6leo de coco ao longo da vida (OC+R)

Aos 180 dias de vida, os animais dos grupos OC e OC+R apresentaram maior peso
corporal em relacdo ao grupo OS (+11% e +13%, respectivamente, Figura 23). O grafico de
evolucéo de peso desde o desmame até os 180 dias de vida (Figura 23) mostra que este perfil
foi encontrado a partir do dia 73 (+7% para ambos 0s grupos) e se manteve até o fim da vida

(~+8% para ambos 0s grupos ao longo da vida, Figura 23).
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Figura 23 — Evolucdo do peso corporal das proles a partir do desmame até os 180 dias de vida.
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Legenda: OS: dleo de soja; OC: éleo de coco; OC+R: 6leo de coco + ragdo suplementada com dleo de coco; £
OC Vs OC+R; * OC Vs 0OS; *OC+R Vs OS; p< 0,05.
Nota: Valores expressos em média + EPM; n=36 para grupo OS; n=40 para grupo OC; e n= 24 para grupo
OC+R.
Fonte: A autora, 2018.

Ao se analisar 0 ganho de peso total a partir do desmame até o fim da vida, observou-
se que o perfil apresentado no gréafico de evolucdo de peso foi mantido com os grupos OC e
OC+R apresentando maior ganho de peso corporal total quando comparados ao grupo OS ao

longo dos 180 dias de vida (+11% e +13%, respectivamente, Figura 24).

Figura 24 - Ganho de peso corporal total das proles a partir do desmame até os 180 dias de

vida.
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Legenda: OS: dleo de soja; OC: dleo de coco; OC+R: 6leo de coco + ragdo suplementada com 6leo de coco; *Vs
0S; p< 0,05.
Nota: Valores expressos em média + EPM; n=36 para grupo OS; n=40 para grupo OC; e n= 24 para grupo
OC+R.

Fonte: A autora, 2018.

Em relacdo a ingestdo alimentar ao longo dos 180 dias de vida, p6de-se observar que
desde o desmame o grupo OC apresentou um comportamento hiperfagico em relacdo ao
grupo OS (~+8% ao longo da vida, Figura 25), enquanto o grupo OC+R apresentou
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comportamento hipofagico quando comparado ao grupo OS (~-15% ao longo da vida, Figura
25) e este quadro foi mantido até os 180 dias de vida.

Figura 25 — Evolucdo da ingestdo alimentar das proles a partir do desmame até os 180 dias de

vida.
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Legenda: OS: dleo de soja (OS); OC: 6leo de coco; OC+R: 6leo de coco + racdo suplementada com éleo de
coco; £ OC Vs OC+R; * OC Vs OS; *OC+R Vs OS; p< 0,05.
Nota: Valores expressos em média + EPM; n=36 para grupo OS; n=40 para grupo OC; e n= 24 para grupo
OC+R.
Fonte: A autora, 2018.

A ingestdo alimentar acumulada foi avaliada e pode-se observar que o grupo OC, de
fato, apresentou maior consumo alimentar total ao longo dos 180 dias de vida quando
comparado ao grupo OS (+7%, Figura 26). Em contrapartida, o grupo OC+R consumiu uma
menor guantidade de racdo em relacdo tanto ao grupo OS (-16%) quanto ao grupo OC (-21%)

ao longo dos 180 dias de vida (Figura 26).

Figura 26 - Ingestdo alimentar acumulada das proles durante os 180 dias de vida.
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Legenda: OS: dleo de soja; OC: 6leo de coco; OC+R: 6leo de coco + ragdo suplementada com 6leo de coco; *Vs
0S; "Ws OC; p< 0,05.
Nota: Valores expressos em média + EPM; n=36 para grupo OS; n=40 para grupo OC; e n= 24 para grupo
OC+R.
Fonte: A autora, 2018.
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Quanto a composicdo corporal aos 180 dias de vida, foi observado que o grupo OC
apresentou maior % de gordura total quando comparado ao grupo OS (+42%, Figura 27A),
ndo tendo diferido significativamente do grupo OC+R, no entanto ao analisar o contetudo de
gordura visceral, p6de-se observar que o grupo OC apresentou maior contetdo de grodura
visceral tanto em relagdo ao grupo OS quanto ao OC+R (+44% para ambos 0s grupos, Figura
27B). Em relagdo a massa magra, foi observado que o grupo OC+R apresentou maior
conteddo quando comparado ao grupo OS (+14%, Figura 27C).

Figura 27 — Composicao corporal das proles aos 180 dias de vida.
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Legenda: (A) Percentual de gordura corporal total; (B) conteddo de gordura visceral; (C) contetido de massa
magra total; OS: dleo de soja; OC: dleo de coco; OC+R: 6leo de coco + ragdo suplementada com dleo
de coco; "Vs OS; Vs OC; p< 0,05.

Nota: Valores expressos em média £ EPM; n=10 por grupo.

Fonte: A autora, 2018.

Aos 180 dias de vida, nenhuma diferenca significativa foi encontrada para os niveis de
glicose sanguinea, insulina, corticosterona, colesterol e triglicerideos plasmaticos e colesterol

e triglicerideos hepaticos entre os grupos (Tabela 5).



Tabela 5 - Perfil bioquimico e hormonal das proles aos 180 dias de vida:
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oS ocC OC+R
180 dias

Glicose (mg/dl) 89,92 £ 1,799 92,80+1,117 92,54 £1,627
Insulina (uIU/ml) 19,74 + 2,777 21,73+2,494 17,11+ 1,684

Indice de resisténcia a insulina 98,66 + 14,62 1163+ 1556 89,48 + 9,90

(IR1) (uM)

Colesterol plasmético (mg/dl) 55,81 + 5,700 55,41 +£5,787 54,13+ 4,875
Triglicerideo plasmatico (mg/dl) 92,60 + 14,19 106,3+ 13,93 73,22 + 13,68
Corticosterona (ng/ml) 982,1 £ 148,0 1094 +174,1  810,5 = 66,95

Colesterol hepatico ((mg/dl)/mg) 1,84 +0,18 1,75+ 0,23 1,67 +0,13

I CEBEEE e Dee 1,96 + 0,08 211014  2,01+0,12

((mg/dl)/mg)
Legenda: OS: 6leo de soja; OC: 6leo de coco (OC); OC+R: 6leo de coco + racdo suplementada com dleo de
CcOocCo.

Nota: Valores expressos em média + EPM; n=36 para grupo OS; n=40 para grupo OC; e n= 24 para grupo
OC+R para analise da glicose e h=10 por grupo para as demais analises.
Fonte: A autora, 2018.

Em relacdo aos hormonios tireoideanos, observou-se que o grupo OC+R apresentou
niveis plasmaticos menores de T4 livre quando comparado ao grupo OC (-26%, Figura 28A)
e o0s niveis de T3 total foram maiores somente no grupo OC quando comparado ao grupo OS
(59%, Figura 28B). Contudo, ao analisar os niveis plasmaticos do TSH, foi observado que o
grupo OC apresentou maiores niveis deste hormonio tanto em relagdo ao grupo OS quanto ao
grupo OC+R (+10% e +15%, respectivamente, Figura 28C).
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Figura 28 - Perfil plasmatico de horménios relacionados a funcdo tireoideana das proles aos
180 dias de vida.
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Legenda: (A) Niveis plasmaticos de T4 livre; (B) niveis plasmaticos de T3 total; (C) niveis plasmaticos de TSH;
OS: 6leo de soja; OC: 6leo de coco; OC+R: dleo de coco + ragdo suplementada com 6leo de coco; Vs
0S; *Vs OC; p<0,05.

Nota: Valores expressos em média £ EPM; n=10 por grupo.

Fonte: A autora, 2018.

Marcadores da fungéo tireoideana foram avaliados e nenhuma diferenca significativa
foi observada no contetdo de TRB1 (Figura 29A) e na expressao de RNAm de desiodase 1
(Figura 29B) no figado. Embora tenha sido observado que o TAM do grupo OC era mais
pesado quando comparado aos dos grupos OS e OC+R (+39% e + 26%, Figura 29C),
nenhuma diferenca significativa foi observada na expressdo de RNAm de desiodase 2 (Figura
29D) e UCP-1 (Figura 29E) neste tecido.
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Figura 29 - Marcadores da func&o tireoideana no figado e no TAM das proles aos 180 dias de

vida
(A) 0S OC OC+R (B)
TRPB-1 = see s s 53 kDa 15
—~ 3' . 99
%) Actina [ e =TkDa £
©
ke < [
8§ ' =7
S5 2 59 '
=< Ss T
[} =" u®
— O — 0
QT 1- o 0 0.59
x¥ ® a O]
— 'g oy
2 i
0- 0.0~
) O < © O -
¢) O x O O x
& o
© (D)
0.44 20-
g
0.3 * pd 1T
~ g m 1-5-
‘; 0.2- == g3 -I-
b E'ng 1.0+
ol % 3
J 20
0.1 8 5 051
>
]
0.0- 0.0
O O Q- 2] ) Q
O O x ©) 9) x
OO OO
(E)
2.0
g
©
Z 15
% o 15
<3 T
Qo 1.04
I ©
a '
355 0.5
x
i
0.0-
S @ &
®) O x
OO

Legenda: (A) Conteldo de TRB1 no figado com imagens das bandas representativas de cada grupo para a
proteina de interesse e controle interno (actina); (B) expressdao de RNAm de desiodase 1 (Diol) no
figado; (C) peso do TAM; (D) expressdao de RNAm de desiodase 2 (Dio2) no TAM; (E) expressao de
RNAm de UCP-1 no TAM; OS: 6leo de soja; OC: dleo de coco; OC+R: 6leo de coco + ragdo
suplementada com dleo de coco. *Vs OS; *Vs OC; p<0,05.

Nota: Valores expressos em média + EPM; n= 07 por grupo para WB e n=09 por grupo para RT-PCR.

Fonte: A autora, 2018.
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Ainda sobre o perfil hormonal dos animais aos 180 dias de vida, observou-se que o
grupo OC apresentou maiores niveis plasmaticos de leptina quando comparado aos grupos OS
e OC+R (2.17 e 1.25 fold-increase, respectivamente, Figura 30A). O mesmo perfil foi
observado no conteudo de leptina no tecido adiposo branco retroperitoneal destes animais
com o grupo OC apresentando maior conteddo em relagcdo aos grupos OS e OC+R (1.8 ¢ 2.8
fold-increase, Figura 30B).

Figura 30 - Niveis plasmaéticos e conteudo tecidual de leptina das proles aos 180 dias de vida.

(A) (B)
5-
2.5+ .
= 4- * Tg
% 2 E’ 2.0
< 34 =2 154
« & g
o o oo
[} —— o £ — - #
— 14 1 S 0.54 ——
=
0- 0.0-
T T T T T T
% @ & ) O &
O O X (¢) @) X
& &

Legenda: (A) Niveis plasmaticos de leptina; (B) contetdo de leptina no tecido adiposo branco retroperitoneal;
OS: 6leo de soja; OC: dleo de coco; OC+R: 6leo de coco + racdo suplementada com dleo de coco. *Vs
0S; *Vs OC; p<0,05.

Nota: Valores expressos em média £ EPM; n=10 por grupo.

Fonte: A autora, 2018.
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5 DISCUSSAO

Neste trabalho, evidenciamos que o tipo de 6leo da dieta ao qual as mées sdo expostas
durante o periodo da lactacdo programa a prole adulta de diferentes formas. Alguns tipos de
Oleos causaram desordens metabdlicas na prole adulta, como obesidade, hiperfagia e
alteracdes nos niveis plasmaticos de hormdnios tireoideanos, sendo que dentre os Gleos
estudados, o de coco apresentou maior capacidade de imprinting. Estes dados corroboram
estudos que demonstram uma associacdo entre a exposicdo a compostos bioativos em
periodos criticos da vidae o possivel desenvolvimento futuro de doencas crbnicas, como a
obesidade. Além disso, evidenciamos, que se essa exposicdo ao 6leo de coco perdurar ao
longo de toda a vida, os animais se tornam mais bem adaptados e ndo desenvolvem as
alteracbes metabolicas encontradas quando esta exposi¢do ocorre somente durante a lactagéo,

reforcando a teoria de que a programacao trata-se de um fendmeno adaptativo.

5.1 Avaliacéo nutricional e hormonal das mées e do leite materno

Ao desmame, observamos que somente o Oleo de oliva foi capaz de alterar a
composicado corporal das mées, que apresentaram reducdo da gordura corporal total, bem
como do conteddo de gordura visceral (gorduras retroperitoneal, mesentérica e ovariana),
guando comparado ao grupo OS, sem nenhuma alteracdo do conteldo de massa magra.
Sugerimos que esta reducdo no contedo de gordura corporal total e visceral ocorra devido a
maior atividade lipolitica no tecido adiposo destes animais. De fato, Soriguer et al. (2003)
mostraram que uma dieta rica em AGMI n-9, provenientes de 6leo de oliva, é capaz de
aumentar o conteldo de acidos graxos n-9 no tecido adiposo epididimal e omental e, sugere
que esses acidos graxos promovem uma modificacdo no metabolismo da leptina e que este
hormdnio sozinho ou interagindo com outros hormdnios lipoliticos, como a adrenalina,
poderiam estimular a atividade lipolitica no tecido adiposo (WANG; LEE; UNGER, 1999).
Além disso, o autor ainda sugere um possivel aumento da termogénese uma vez que parece
que o Oleo de oliva induz uma up-regulation do RNAmM de UCPs no TAM e no masculo
esquelético de ratos, contribuindo assim para o aumento do gasto energético (RODRIGUEZ et
al., 2002).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20MY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10364187
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lee%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10364187
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Unger%20RH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10364187
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Outro resultado encontrado no presente estudo que sustenta esse aumento na lipélise
foi a maior concentracdo plasmaética de triglicerideos e colesterol no grupo OO, sugerindo
uma maior liberacdo de lipidios dos compartimentos de armazenamento. Contudo, esse
aumento nas concentracGes plasmaticas de colesterol e triglicerideos ndo foi refletido no
contetdo hepatico destas fragdes lipidicas, 0 que sugere que essa maior quantidade de lipidios
circulantes ndo esteja sendo armazenada no figado. De fato, ao analisarmos a composi¢do
bioquimica do leite materno, encontramos um maior aporte de colesterol no leite de maes do
grupo OO, que sugere, de certa forma, que esse maior contetdo de lipidios no plasma esteja
sendo passado para o leite materno e sendo ofertado para a sua prole. Esse aumento de
colesterol no leite materno do grupo OO proporcionou um aumento no total de calorias
ofertadas através do leite para a prole deste grupo.

As mdes do grupo OC, embora ndo tenham apresentado composicao corporal alterada,
apresentaram concentracdo de glicose sanguinea menor do que 0s outros trés grupos e maiores
niveis de colesterol plasmatico que o grupo OS. Estudos sobre os efeitos dos acidos graxos de
cadeia média na homeostase glicémica prop6em uma ac¢éo deste tipo de lipidio no aumento da
sensibilidade a insulina (ECKEL et al., 1992; NAGAO; YANAGITA, 2010; TURNER et al.,
2009) e, alguns sugerem, ainda, que este efeito esta relacionado a um aumento nos niveis de
adiponectina (MAEDA et al., 2002; NAGAO; YANAGITA, 2010), a qual ja foi associada a
maior acdo da insulina através da ativacdo da sua cascata de sinalizagdo (OKAMOTO et al.,
2006). A reducdo na glicemia encontrada nas maes do grupo OC, sem alteracdo nos niveis de
insulina, corrobora este estudo, uma vez que o 6leo de coco é rico em acidos graxos de cadeia
média. No entanto, ndo avaliamos 0s niveis de adiponectina nestes animais. Com relacdo aos
maiores niveis de colesterol plasmatico, acreditamos que tenha ocorrido um aumento na
fracdo de HDL-c, uma vez que, neste estudo avaliamos somente os niveis de colesterol total e
que ja foi demonstrado por Assuncao et al. (2009) que a suplementacdo com 0leo de coco é
capaz de aumentar os niveis de HDL-c em mulheres com obesidade abdominal. Outra
explicagdo para os niveis de colesterol estarem maiores no plasma das mées do grupo OC é
gue um dieta rica em acidos graxos saturados de cadeia média esta associada a um aumento
nos niveis de colesterol e triglicerideos devido a um aumento na sintese de novo de acidos
graxos de cadeia longa utilizando o acetil-CoA proveniente da oxidacdo dos AGSCM
(CATER et al., 1997; THOLSTRUP et al., 2004). Esta maior concentracdo de colesterol
plasmaético foi refletida na composicéo do leite materno deste grupo a qual, além de apresentar
maior quantidade de colesterol, também apresentou quantidade elevada de triglicerideos,

gerando um aumento nas calorias totais oferecidas pelo leite.
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Ainda sobre o leite materno, foi observado que o leite do grupo OC apresentou menor
contetdo de leptina em relagdo aos outros trés grupos, embora nenhuma alteracdo tenha sido
observada em seus niveis plasmaticos. Uma vez que a leptina do leite materno € proveniente
da sua producdo pela glandula mamaria (HASSIOTOU et al., 2014; WEYERMANN et al.,
2006) e, também, por passagem deste horménio da circulagdo sanguinea da mée para o leite
através de difusdo ou por transporte mediado por receptores presentes no tecido mamario
(CASABIELL et al.,, 1997; LAUD et al., 1999), aventamos a possibilidade da producéo
mamaria de leptina ou o seu transporte através de receptores estarem reduzidos, no entanto,
ndo encontramos dados na literatura que associem a ingestdo de éleo de coco ou &cidos graxos
de cadeia média com esta alteracao.

Uma vez que observamos alteracGes de composicdo corporal, sugerindo uma alteracéo
no metabolismo e na termogénese, decidimos avaliar os niveis plasmaticos de hormonios
tireoideanos e seus marcadores em alguns tecidos. As maes que receberam 6leo de oliva, 6leo
de peixe e Oleo de coco apresentaram menores niveis plasmaticos de T4 livre que o grupo
suplementado com 0leo de soja, sugerindo uma menor sintese deste hormdnio nestes grupos.
Surpreendentemente, nenhuma diferenca foi observada nos niveis de TSH plasmatico, o que
ndo era esperado, uma vez que o T4 plasmatico é o principal responsavel pelo mecanismo de
feedback negativo do eixo hipotalamo-hipofise-tiredide (PANDA; TURNER, 1968). As maes
dos grupos OP e OC apresentaram, ainda, maiores niveis de T3 total comparados as mées do
grupo OS, 0 que sugere que 0s menores niveis de T4, a0 menos nestes grupos, também se
devem a maior conversdo de T4 em T3, em grande parte, pela acdo da desiodase 1 (Diol) nos
tecidos periféricos, principalmente figado e rim. Contudo, ao analisar a expressdo de Diol no
figado, ndo foi observada nenhuma diferenca. Dessa forma, podemos sugerir que esta maior
conversdo esteja ocorrendo em outros tecidos, como o tecido renal, ou, ainda, que a atividade
enzimatica da desiodase 1 no figado esteja aumentada sem alterar sua expressao génica.

Nenhuma diferenca foi encontrada entre os grupos para o contetdo de TRP1 no
figado, sugerindo que a acdo dos hormonios tireoideanos nesse tecido, aparentemente, ndo
esteja alterada. Avaliamos, ainda, o peso do TAM e a expressao de RNAmM de UCP-1 neste
tecido a fim de analisar se as alteracGes plasmaticas nos hormonios tireoideanos foram
capazes de promover alguma alteracdo na termogénese destas maes, uma vez que o horménio
tireoideano € um estimulador da expresséo e da atividade da UCP-1 (RIBEIRO et al., 2010),
no entanto, nenhuma diferenca foi observada entre os grupos tanto para o peso do TAM
quanto para a expressdo génica de UCP-1. E importante ressaltar que, neste estudo, foram

avaliados somente os niveis de T3 total, o qual corresponde a soma da fracao livre de T3 e do
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hormonio ligado as proteinas de transporte. Aventamos, entdo, a possibilidade de que o
aumento de T3 total plasmético observado nos grupos OP e OC em relagdo ao grupo OS tenha
ocorrido devido ao aumento de alguma proteina de transporte como, por exemplo, a globulina
ligadora de tiroxina (TBG), sem alteracdo na fracdo livre do horménio, o que levaria a uma
acao normal do T3 nos tecidos alvo e poderia explicar o fato do TRB1 hepatico e da UCP-1 no

TAM néo apresentarem nenhuma alteragdo nestes grupos.

5.2. Avaliagéo nutricional e hormonal da prole lactente

Assim como foi observado nas mées, ao desmame, somente o 6leo de oliva foi capaz
de alterar a composicao corporal das proles. Contudo, supreendentemente, a suplementacao
materna com este 6leo promoveu maior peso corporal da prole a partir do 3° dia de vida,
maior ganho de peso total e maior conteido de gordura total e visceral no momento do
desmame, inversamente ao que era esperado uma vez que um maior aporte de AGMI que,
teoricamente, é oferecido pelo leite, estaria agindo, como nas mées, estimulando maior
atividade lipolitica no tecido adiposo destes animais (SORIGUER et al., 2003). Sugerimos
que este resultado inesperado na composicao corporal da prole do grupo OO tenha ocorrido,
em parte, devido a composicao do leite materno deste grupo que se apresentou mais calérico
devido a maior quantidade de colesterol presente, além de um possivel maior consumo de
leite por parte dos filhotes, no entanto, ndo avaliamos, neste estudo, o consumo de leite das
proles.

Embora o leite materno do grupo OC tenha se apresentado mais calérico devido ao
maior contetdo de colesterol e triglicerideos, a prole deste grupo ndo apresentou maior peso
corporal ou alteracdo da composicdo corporal em relacdo aos outros grupos. Sugerimos que
este resultado se deve a maior saciedade dos filhotes deste grupo, devido ao maior conteido
de triglicerideos, uma vez que dietas ricas em lipidios proporcionam maior sensacdo de
saciedade (BOADO et al., 1998; CHOI ; PALMQUIST, 1996). E ainda, assumindo que 0s
acidos graxos de cadeia média do 6leo suplementado podem ter passado para a prole através
do leite materno, que j& foram associados a um aumento da saciedade, contribuindo para o
menor ganho de peso corporal (POPPITT et al., 2010; STUBBS; HARBRON, 1996). Este
fendmeno ndo foi observado nas maes que receberam o Oleo de coco uma vez que estes

animais nao apresentaram alteracdo na ingestdao alimentar. Sugerimos que isto tenha ocorrido
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devido ao fato que a lactagdo é uma fase peculiar que pode levar a alteracdes metabolicas nas
maes com impacto na ingestdo alimentar como mudangas na resposta a hormonios
anorexigenos como a leptina e alteracbes na circuitaria hipotaldamica que regula a ingestdo
alimentar e o gasto energético (BROGAN et al., 1999; CHEN et al., 2004).

Com relagdo ao perfil bioquimico e hormonal das proles ao desmame, nenhuma
diferenga significativa foi encontrada entre os grupos para glicemia, insulina, IRI,
corticosterona, colesterol e triglicerideos hepaticos, leptina e horménios tireideanos. No
entanto, observamos menor concentracdo de colesterol plasmatico no grupo OP quando
comparado ao grupo OO e de triglicerideos plasméaticos no grupo OC e OP quando
comparados aos grupos OS e OO. De fato, ja foi demonstrado na literatura que uma dieta rica
em Oleo de peixe, e consequentemente, em acidos graxos n-3, é capaz de reduzir 0s niveis
plasmaticos de colesterol total e triglicerideos, promovendo melhora no perfil lipidico (DAS,
2000; HARRIS, 1989; SHINOZAKI et al., 1996). Além disso, nossos resultados corroboram
0 estudo de Venturini et al. (2015) que mostrou que a suplementacdo de 6leo de peixe em
humanos foi capaz de promover menor concentracdo de colesterol total e LDL-c em relacdo a
suplementacdo com 0leo de oliva. Em relacdo ao 6leo de coco, um estudo de Xue et al. (2009)
mostrou que a suplementacdo com um oleo rico em AGSCM (uma mistura de triglicerideos
de cadeia longa - TCL - e de cadeia média -TCM) promoveu menores niveis de triglicerideos
plasméticos em individuos chineses quando comparado a suplementacdo somente com &cidos
graxos de cadeia longa. Nossos resultados confirmam esse achado, uma vez que o 6leo de
coco é rico em TCM e os outros tipos de 6leos sdo ricos em TCL.

Avaliamos, ainda, alguns marcadores da fungdo tireoideana nestas proles e ndo
encontramos diferencas significativas entre os grupos no conteldo de TRB1 no figado e na
expressao de RNAm de UCP-1 no TAM, o que ja era esperado uma vez gque estes animais ndo
apresentaram nenhuma alteracdo nos hormonios tireoideanos. Contudo, foi observado que 0s
filhotes do grupo OO tinham TAM mais pesado em relacdo ao grupo OS e, uma vez que a
expressdo génica de UCP-1 neste tecido ndo esta alterada e estes animais apresentaram maior
adiposidade, sugerimos que poderia estar ocorrendo um processo de “branqueamento” do
TAM, que perderia, em parte, sua funcdo termogénica como j& foi descrito na literatura
(SHIMIZU; WALSH, 2015).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Walsh%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26627217
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5.3 Avaliacdo nutricional e hormonal da prole adulta programada por suplementacéo
materna com diferentes tipos de dleos (6leos de soja, oliva, peixe e coco) no periodo

da lactacdo — Experimento 1

Aos 180 dias de vida, observamos que a suplementacdo materna com éleo de coco foi
a gque obteve os efeitos mais significativos na prole adulta, embora o grupo no qual as mées
receberam 6leo de oliva também tenha apresentado algumas alteragcdes importantes.

Com relagdo ao peso corporal, observamos que os grupos OC e OO apresentaram
maior peso corporal, a partir do dia 73 e dia 133, respectivamente, quando comparados ao
grupo OS. Além disso, o grupo OC também apresentou maior peso corporal em relacdo ao
grupo OP. O maior ganho de peso nos grupos OO e OC foi acompanhado por maior
adiposidade total nos dois grupos quando comparados ao grupo OS, no entanto, somente o
grupo OC apresentou maior conteldo de gordura visceral em relacdo aos grupos OS e OP e,
ainda, somente o grupo OO apresentou maior conteudo de massa magra quando comparado
ao grupo OS. Um estudo realizado por Magri et al. (2015), em camundongos, mostrou que
uma dieta rica em AGSCM, provenientes do 6leo de palma, durante a gestacdo e lactacdo foi
capaz de promover um maior ganho de peso e maior adiposidade visceral e total nas proles
adultas, quando comparadas as proles de mées que receberam uma dieta controle com 6leo de
soja como fonte lipidica. Estes dados sustentam os resultados encontrados no nosso estudo
uma vez que o perfil de acidos graxos do 6leo de coco € similar ao do 6leo de palma
contendo, principalmente, AGSCM.

Contudo, os dados encontrados na literatura sobre o impacto da exposicdo aos
AGSCM durante a lacta¢do no peso corporal da prole ainda sdo controversos uma vez que um
estudo com camundongos no qual este tipo de acido graxo foi ofertado para as mées durante a
lactacdo e para os filhotes durante a infancia observaram menor peso corporal, com reducéo
da adiposidade nas proles adultas jovens, porém o mesmo modelo experimental em ratos nao
obteve nenhuma alteracéo significativa (VAN DE HEIINING et al., 2017).

Observamos que a ingestdo alimentar do grupo OC foi maior que dos outros trés
grupos durante boa parte da vida adulta, no entanto, ao avaliarmos a ingestdo acumulada ao
longo de toda a vida pos desmame, observamos que o grupo OC apresentou maior ingestéo
somente quando comparado ao grupo OS. Magri et al. (2015), em seu estudo com um modelo
de programacéo através dos AGSCM, provenientes do 6leo de palma, durante a gestacdo e a

lactacdo, ndo observaram alteracdo da ingestdo alimentar. De forma similar, Van de Heijning
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et al. (2017) também ndo observaram alteracdo na ingestdo alimentar, tanto de camundongos
quanto de ratos, em seu estudo no qual as maes recebiam uma racéo contendo uma mistura de
6leos com, aproximadamente, 50% de TCM ou uma mistura de 6leos vegetais com perfil de
acidos graxos similar a formula lactea infantil durante a lactacéo e, ap6s o desmame, as proles
continuavam a receber a mesma dieta do seu respectivo grupo até PN42, a partir do qual todos
0s animais eram submetidos a uma ragdo simulando uma dieta estilo ocidental (mesma
quantidade de lipidios, porém composicdo diferente, com maior quantidade de gordura
saturada e colesterol) até PN98, quando os dados foram coletados.

Em nosso estudo, os animais do grupo OC, além da hiperfagia, apresentaram maior
adiposidade total, e consequente hiperleptinemia, sugerindo uma resisténcia a acdo da leptina
no hipotalamo. Em alguns modelos de programacdo metabolica desenvolvidos pelo nosso
laboratdrio, nos quais foram encontrados obesidade, hiperfagia e hiperleptinemia, dentre
outras desordens metabdlicas, na vida adulta, foi observado que as proles obesas
apresentavam resisténcia central a leptina com alteracdo da sua via de sinalizacdo no
hipotdlamo (LIMA et al., 2011; NOBRE et al.,, 2012; RODRIGUES et al., 2011,
TREVENZOLI et al., 2010). Dessa forma, a resisténcia a leptina poderia explicar a
hiperfagia encontrada no grupo OC uma vez que este horménio estid associado a efeitos
anorexigenos (JEANRENAUD; ROHNER-JEANRENAUD, 2001).

Além do grupo OC, observamos que o grupo OO também apresentou maior
concentracdo de leptina no plasma quando comparado ao grupo OS. Esse resultado estd de
acordo com o aumento da adiposidade total tanto no grupo OO quanto no grupo OC uma vez
que a leptina é produzida, principalmente, pelo tecido adiposo (MONTAGUE et al., 1997,
WOLF, 1996) e estes grupos apresentam maior contetdo de gordura corporal. De fato, 0s
grupos OO e OC também apresentaram maior contetdo de leptina no tecido adiposo branco
retroperitoneal quando comparados aos grupos OS e OP, acompanhando a adiposidade
encontrada nos mesmos. No caso do grupo OC, especificamente, este resultado sustenta a
hipdtese citada anteriormente de aumento da ingestdo alimentar devido hiperleptinemia e
resisténcia central a leptina.

Com relacdo ao perfil lipidico, glicemia, insulina e corticosterona, ndo encontramos
alteracdes significativas entre os grupos. Sobre os hormonios tireoideanos, os grupos OO, OP
e OC apresentaram maiores concentracfes de T3 total quando comparados ao grupo OS sem
nenhuma alteracdo nos niveis de TSH, o que ja era esperado uma vez que 0S niveis
plasmaticos de T4 estavam inalterados e este hormdnio, no plasma, é o principal responsavel
pela regulacdo da secrecdo de TSH (PANDA; TURNER, 1968; SALVATORE et al., 2016).
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Como ja abordado anteriormente, sugerimos que este aumento nos niveis de T3 tenha
ocorrido devido a um aumento do processo desiodativo em tecidos periféricos como figado e
rim, contudo, uma vez que a expressdo de RNAm de desiodase 1 no figado ndo apresentou
nenhuma alteracdo, aventamos a possibilidade que a desiodacdo estivesse aumentada em
outros tecidos, principalmente o rim, ou que a atividade da Dio 1 no figado estivesse
aumentada sem alteracdo na sua expressdo génica, uma vez que, no presente estudo, nao
avaliamos a atividade enzimatica das desiodases. Observamos, ainda que nenhuma diferenca
foi encontrada no conteido de TRPB1 no figado, sugerindo que a agdo dos hormonios
tireoideanos neste tecido ndo estava alterada. Sendo assim, € importante ressaltar, mais uma
vez, que, neste trabalho, foram avaliados os niveis de T3 total e que o aumento nos niveis
deste horménio podem ndo ter sido refletidos na sua fracao livre, promovendo, entdo, uma
acao normal nos tecidos alvo.

Foi observado, ainda, que o grupo OC apresentou TAM mais pesado que 0s grupos OS
e OP e que o grupo OO apresentou maior peso de TAM em relagcdo ao grupo OP, o que
poderia implicar em um aumento na termogénese uma vez que este tecido esta envolvido com
esta funcdo. Além disso, avaliamos a expressdo de RNAm de desiodase 2 (Dio 2) no TAM
uma vez que esta enzima é a principal responsavel pela conversao de T4 em T3 intracelular e
que o hormonio tireoideano ativo promove aumento na termogénese, no entanto, nenhuma
diferenca foi observada na expressao génica de Dio 2 e de UCP-1 no TAM, mostrando que a
termogénese ndo estava alterada nestes animais. Embora, no presente estudo, ndo tenhamos
avaliado a histologia do TAM, é importante considerar a possibilidade do aumento deste
tecido no grupo OC ter ocorrido devido um processo de “branqueamento” uma vez que estes
animais sdo obesos e este fendmeno ja foi descrito em modelos de obesidade, promovendo a
substituicdo de tecido adiposo marrom por adipocitos com caracteristica de tecido adiposo
branco e prejuizo funcional deste tecido (SHIMIZU; WALSH, 2015). Cabe ressaltar que, em
um processo de “branqueamento” do TAM, os marcadores de termogénese encontram-se
diminuidos, causando, assim a disfuncdo do tecido (SHIMIZU; WALSH, 2015); e, no
presente estudo, ndo foram encontradas diferencas na expresséo génica de UCP-1, no entanto,
ndo avaliamos o conteldo desta proteina e sugerimos a possibilidade de que mecanismos
epigenéticos, como 0s microRNAs, que agem inibindo a traducdo de RNAmM em proteinas
(KIM, 2005; SATO et al., 2011), possam estar atuando, promovendo expressao génica normal

de UCP-1, porém com conteudo reduzido.
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5.4 Avaliacao nutricional e hormonal das proles adultas de mées tratadas com 6leo de
coco na lactacéo e que continuaram recebendo ragdo com 6leo de coco ao longo da

vida — Experimento 2

No experimento 2, observamos que, na vida adulta, o 6leo de coco oferecido durante
toda a vida foi capaz de prevenir a maioria das alteracbes endocrino-metabdlicas ocasionadas
pela programacdo através da suplementacdo materna com 6leo de coco durante o periodo da
lactacdo, proporcionando, ainda, alguns efeitos benéficos que caracterizam uma melhor
adaptacdo causada por uma exposicdo continua ao 6leo de coco desde o nascimento.

Com relagdo ao peso e composi¢do corporais, observamos que tanto o grupo OC
guanto o grupo OC+R apresentaram maior peso corporal durante, praticamente, toda a vida
adulta, aléem de um maior ganho de peso total ao longo da vida quando comparados ao grupo
OS. No entanto, enquanto o grupo OC apresentou maior adiposidade total e visceral, o grupo
OC+R néo apresentou aumento de contetdo adiposo e, ainda, apresentou maior conteddo de
massa magra. Este resultado nos leva a crer que o aumento de peso corporal encontrado no
grupo OC+R se deve a um aumento da massa magra nesses animais, sugerindo que a
exposicao ao Gleo de coco durante toda a vida proporcionou um melhor perfil metabélico da
composigdo corporal neste grupo, no entanto, 0 mecanismo envolvido no aumento de massa
magra associado a ingestdo de 6leo de coco ainda ndo estéa claro.

Nossos dados corroboram o estudo de Magri et al. (2015) que mostraram, em
camundongos, que a prole adulta de mées alimentadas com dieta contendo 6leo de palma, rico
em AGSCM, durante a gestacdo e a lactacdo apresentou maior peso corporal e adiposidade
gue o grupo controle, no qual as maes recebiam uma dieta contendo 6leo de soja. Contudo,
Gunasekaran et al. (2017) mostraram que camundongos descendentes de maes que receberam
dieta suplementada com 06leo de coco desde antes da gestacéo até o desmame e permaneceram
recebendo esta dieta até 6 semanas de vida, apresentaram menor ganho de peso corporal em
relagdo ao grupo controle (alimentado com um dieta padrdo com AGPI como principal fonte
lipidica) e, embora ndo tenha sido avaliada a composi¢do corporal dos animais, 0 autor sugere
que este menor ganho de peso se deve a reducao nos depositos de gordura.

Sendo assim, alguns estudos tém demonstrado que uma dieta suplementada com 6leo
de coco promove uma reducdo na lipogénese e aumento na lipdlise e que estes efeitos sdo
mediados, em parte, via mecanismos dependentes de receptor ativado por proliferadores de
peroxissoma do tipo alfa (PPARa) (ARUNIMA; RAJAMOHAN, 2014; IPPAGUNTA et al.,
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2013). Além disso, os triglicerideos de cadeia média j& foram associados com aumento da
lipblise através do aumento da expressao, conteido e atividade da lipase hormonio sensivel, a
qual € induzida pela ativacdo da proteina quinase dependente de AMPc (PKA) no tecido
adiposo branco, sendo, parcialmente, responsavel pela reducdo do acumulo de gordura em
animais alimentados com este tipo de lipidio (LIU et al., 2011). Estes mecanismos podem, em
parte, explicar as alteracbes observadas na gordura corporal dos animais do grupo OC+R
comparado ao grupo OC, uma vez que o primeiro recebeu 6leo de coco durante toda a vida.

Foi observado que o grupo OC apresentou maiores niveis plasmaticos de leptina
quando comparado ao grupo OS e isto foi acompanhado de maior contetido de leptina no
tecido adiposo branco retroperitoneal. Esses resultados eram esperados uma vez que 0S
animais do grupo OC sdo obesos, com aumento da adiposidade visceral e total, e que este
tecido € o principal responsavel pela sintese de leptina e pelos seus niveis plasmaticos
(MONTAGUE et al.,1997; WOLF, 1996). Além disso, parece que quando o 6leo de coco é
oferecido durante toda a vida, essas alteragdes ndo ocorrem uma vez que a concentracao de
leptina no plasma e o conteudo de leptina no tecido adiposo do grupo OC+R séo similares ao
do grupo OS e significativamente menores que do grupo OC.

Em relacdo a ingestdo alimentar, observamos hiperfagia no grupo OC quando
comparado aos outros dois grupos desde o inicio da vida pds desmame, 0 que resultou em
maior ingestdo alimentar acumulada ao longo da vida. Como ja foi discutido anteriormente,
sugerimos que a hiperfagia encontrada nestes animais se deve a uma possivel resisténcia
central a leptina, com prejuizo no circuito hipotalamico de controle da saciedade nestes
animais como ja foi demonstrado em outros modelos de programacdo metabolica do nosso
grupo (LIMA et al., 2011; NOBRE et al., 2012; RODRIGUES et al., 2011; TREVENZOLI et
al., 2010).

Todavia, o grupo OC+R apresentou uma menor ingestdo alimentar durante toda a vida
quando comparado aos grupos OS e OC, resultando em uma menor ingestdo acumulada ao
longo da vida, tendo, entdo, um carater hipofagico em relagdo aos outros dois grupos. Ja foi
demonstrado que uma dieta rica em AGSCM proporciona maior saciedade e reduz a ingestao
alimentar (POPPITT et al.,2010; STUBBS; HARBRON, 1996), e, embora seus mecanismos
de acdo ainda sejam controversos, acredita-se que os AGSCM promovam este efeito através
do aumento da oxidacdo lipidica, uma vez que ja foi demonstrado que uma redugdo na
oxidacdo hepatica de &cidos graxos foi capaz de estimular a ingestdo alimentar através da
reducdo da producdo de energia pelo figado (FRIEDMAN et al., 1999). Nossos resultados

corroboram estes dados uma vez que o 6leo de coco é rico em AGSCM e pode estar
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proporcionando um aumento na saciedade dos animais que o ingerem ao longo da vida. Como
mencionado anteriormente, o grupo OC+R apresentou contetdo de gordura corporal e niveis
de leptina plasmatica e no tecido adiposo normais.

N&o observamos diferenca significativa entre os grupos quanto ao perfil bioquimico e
as concentracdes de insulina e corticosterona, bem como ao indice de resisténcia a insulina.
No entanto, o grupo OC apresentou maiores niveis plasmaticos de TSH e T3 total sem
alteracdo nos niveis de T4 livre. Como ja foi abordado anteriormente, cogitamos a
possibilidade que este aumento de T3 pode decorrer de um aumento no processo desiodativo a
nivel periférico, contudo a expressdo de RNAm de Dio 1 no figado e Dio 2 no TAM néo
apresentaram nenhuma diferenca, sugerindo que este aumento no processo desiodativo esteja
ocorrendo em outros tecidos ou que a atividade, principalmente, da Dio 1 no figado esteja
aumentada sem alteracdo da sua expressdo génica. Além disso, apesar dos niveis de T3
estarem elevados no grupo OC, estes animais ndo apresentaram aumento na acdo dos
hormdnios tireoideanos uma vez que ndo foram encontradas diferencgas no contetido de TR 1
no figado e na expressdo de UCP-1 no TAM. Cabe ressaltar, mais uma vez, o fato de ter sido
avaliado somente o T3 total no presente estudo e que este aumento nos Seus niveis
plasméticos pode ndo estar sendo refletido nos niveis da sua fragdo livre, proporcionando,
assim, acdo normal dos horménios tireoideanos nos tecidos-alvo.

Observamos, ainda, que 0s niveis de TSH no grupo OC estavam aumentados em
relacdo aos grupos OS e OC+R mesmo sem alteracdo dos niveis de T4 e sugerimos que estes
animais poderiam apresentar resisténcia ao horménio tireoideano tecido-especifica. Sabe-se
que os hormonios tireoideanos necessitam de transportadores para atravessar a membrana
plasméatica e exercer sua acdo na transcricdo génica no nicleo de células alvo
(HENNEMANN et al., 2001). Os principais transportadores de horménios tireoideanos ja
identificados sdo os transportadores de monocarboxilatos (MCT8 e MCT10), os
transportadores de anions organicos (OATP1) e os transportadores de aminoacidos do tipo L
(LAT) (BERNAL; GUADANO-FERRAZ; MORTE B, 2015). Neste contexto, aventamos a
possibilidade dos animais do grupo OC terem algum tipo de alterag&o neste mecanismo, pelo
menos, na hipdfise uma vez que os niveis aumentados de T3 ndo foram capazes de exercer
seu efeito neste tecido e os niveis de T4 circulante ndo correspondem ao TSH aumentado
observado nestes animais.

Avaliamos, também, o peso do TAM destes animais e observamos que o TAM do
grupo OC era mais pesado que o dos grupos OS e OC+R, sugerindo uma possivel atividade

termogénica aumentada que ndo foi comprovada devido aos niveis normais de UCP-1 neste
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tecido. Uma vez que estes animais sdo obesos, sugerimos, mais uma vez, que esteja ocorrendo
uma substituicdo das células adiposas marrom por tecido adiposo branco com perda parcial de
funcdo neste tecido (SHIMIZU; WALSH, 2015).

Os animais do grupo OC+R ndo apresentaram as alteracbes no metabolismo
tireoideano e no TAM observadas no grupo OC, sugerindo que a exposi¢do ao 6leo de coco
durante toda a vida preveniu tais alteracdes causadas pela ingestdo de dleo de coco somente
no periodo da lactacéo.

Vale ressaltar que mais estudos sao necessarios para esclarecer os mecanismos pelos
quais o 6leo de coco e o 6leo de oliva promovem suas alteragdes a curto e a longo prazos,
bem como estudos que avaliem o efeito da suplementacdo com o 6leo de oliva ao longo de
toda a vida, como foi feito com o 6leo de coco no presente estudo, a fim de avaliar se a

exposicao continuada a este 6leo também evitaria os efeitos da programacao.
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CONCLUSAO

Demonstramos, no presente estudo que, mesmo em pequenas doses diarias, a
suplementacdo de mées lactantes com alguns 6leos é capaz de promover alteracfes nas maes e
proles. O 6leo de oliva modificou o perfil metabodlico, a curto prazo, tanto nas mées lactantes
qguanto em suas proles no inicio da vida; e, tanto o éleo de oliva quanto o 6leo de coco
alteraram a composicdo do leite materno. Além disso, demonstramos que essas alteracdes a
curto prazo ocasionadas pela suplementacdo materna com Oleo de oliva e 6leo de coco
programaram as suas proles para alteracdes enddcrino-metabdlicas na vida adulta, como
obesidade, hiperfagia e alteracfes nos niveis plasmaticos de hormonios tireoideanos; e, ainda,
gue uma continuidade na exposicdo ao 6leo de coco durante toda a vida parece ser capaz de
prevenir a maior parte destas alteraces geradas pela programacdo metabdlica e, ainda,
promover um melhor perfil metabdlico.

Nossos resultados da exposicdo ao Gleo de coco reforcam o conceito de que a
programacdo metabdlica causa alteracbes nos processos fisiologicos e que, se o individuo
continua exposto as condi¢gdes ambientais do inicio da vida, ele, provavelmente, serd melhor
adaptado, no entanto, se as condi¢des forem alteradas, ele terd maior risco de desenvolver
disfungdes metabdlicas.
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