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RESUMO

HALFEN, Simone. Relacdo da proporcdao O6mega 6/3 na dieta da gestante
com a variacdo transgeracional do perfil metabdlico e incorporacdo de
acidos graxos no tecido hepatico. 2012. 57f. Dissertacdo (Mestrado) —
Programa de Po6s-Graduacdo em Veterinaria. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas.

Os &cidos graxos essenciais alfa-linolénico (a-LNA 18:3n-3) e linoléico (LA 18:2n-
6) sdo precursores de acidos graxos poli-insaturados de cadeia muito longa
(AGPI-CML) das familias émega-3 e 6mega-6. Estes acidos graxos quando
consumidos durante a gestacdo sao importantes para o desenvolvimento do
cérebro e retina e na adaptacdo de tecidos fetais, influenciando as vias
metabdlicas dos acidos graxos na prole. Baseado nisso, buscou-se verificar a
relacdo da influéncia da proporcdo 6mega 6/3 na dieta da gestante com o perfil
metabolico e de acidos graxos do tecido hepatico nas geragdes subsequentes.
Para isso foram utilizados 48 ratos (Rattus norvegicus) da cepa Wistar/UFPel,
sendo 36 fémeas e 12 machos para a geracao fundador (G0O), com o grupo
controle (CONT) recebendo uma dieta tendo como fonte lipidica o 6leo de soja e
o grupo 6mega (OM) que recebeu a dieta com dleo de linhaca. A partir destes
grupos, os animais foram selecionados para a formagédo de mais duas geracdes
(F1 e F2). Os animais do CONT seguiram recebendo a dieta controle enquanto o
grupo OM foi dividido em dois novos grupos, um recebendo dieta controle
(OM/CONT) e o outro mantendo a dieta dmega (OM/OM). A incorporacdo de
acidos graxos (AGs) da familia dmega-3 foi superior no figado das ratas do grupo
OM, enquanto os AGs da familia 6mega-6 tiveram uma maior incorporacdo do
tecido hepatico do grupo CONT. Uma mudanca importante pode ser observada
na quantidade do AG oléico no tecido hepatico, pois a incorporacdo maior
aconteceu no grupo CONT e a menor no OM/CONT, demonstrando que a dieta
fornecida para a GO pode ter influenciado de alguma forma a incorporacdo das
geracbes F1 e F2. Esta remodelacdo enzimatica foi suficiente também para
mudar o resultado do NEFA, que demonstrou menor mobilizacéo lipidica no
mesmo grupo.

Palavras-chave: Alfa-linolénico. Tecido hepéatico. Metabolismo lipidico. Ratos.



ABSTRACT

HALFEN, Simone. Relative proportion of omega 6/3 in the diet of pregnants
with the variation of the transgenerational metabolic profile page and
incorporation of fatty acids in liver tissue. 2012. 57f. Dissertacado (Mestrado) —
Programa de Po6s-Graduacdo em Veterinaria. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas.

The essential fatty acids alpha-linolenic acid (a-LNA 18:3 n-3) and linoleic acid
(LA 18:2 n-6) fatty acids are precursors of polyunsaturated very long chain
(PUFA-VLC) families omega-3 and omega-6. These fatty acids when consumed
during pregnancy are important for brain development and adaptation of the retina
and fetal tissues, influencing the metabolic pathways of fatty acids in the offspring.
Based on this, we seek to verify the relationship of the influence of the ratio of
omega 6/3 in the diet of pregnants with the metabolic profile of fatty acids and
liver tissue in subsequent generations. For this we used 48 rats (Rattus
norvegicus) Wistar, 36 females and 18 males for the founder generation (GO) with
the control group (CONT) received a diet with fat source as soybean oil and
omega group (OM) received the diet with linseed oil. From these groups, the
animals were selected for the training of two generations (F1 and F2). The
animals receiving the CONT followed the control diet while the OM group was
divided into two new groups, one receiving control diet (OM/CONT) and the other
keeping the feed omega (OM/OM). The incorporation of fatty acids (FA) of
omega-3 was higher in liver of rats in the group OM, while the FA of omega-6 had
a greater uptake of the liver tissue of the CONT group. A major change can be
observed in the amount of oleic AG in liver tissue, since the merger occurred
higher in the group CONT and the lowest in OM/CONT, demonstrating that the
diet provided to the GO may have somehow influenced the incorporation of
generations F1 and F2. This remodeling enzyme was also sufficient to change the
outcome of NEFA, which demonstrated decreased lower lipid mobilization in the
same group.

Keywords: Alpha-linolenic. Liver tissue. Lipid metabolism. Rats
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1. INTRODUCAO GERAL

Os lipidios sao definidos como biomoléculas insoluveis em agua e que
desempenham uma gama variada de fungcdes: desde um provedor eficiente de
energia — fornecendo 2,25 vezes mais energia do que os carboidratos, até
transportadores de vitaminas lipossolUveis e precursores de hormonios. Contudo,
funcdes estruturais e metabdlicas exigem principalmente uma classe especial de
lipidios, os acidos graxos poli-insaturados (AGPI). A maioria dos organismos néo
consegue sintetizar AGPI, pertencentes as familias 6mega-3 e 6, que sao entédo
definidos como essenciais e devem ser obtidos através da dieta (Haggarty,
2010).

Os principais e mais importantes representantes das familias 6mega-3
e 6 sado respectivamente, o acido a-linolénico (18:3n-3, a-LNA) e o acido linoléico
(18:2n-6, LA). Estes &cidos graxos sdo essencialmente provenientes da dieta e
sdo metabolizados principalmente no reticulo endoplasmatico do figado (Gabre e
Gassull, 1996). Esses dois &acidos graxos essenciais partem de uma via
metabodlica comum, e sdo moléculas precursoras de acidos graxos de cadeia
muito longa (AGPI-CML). Essa metabolizacdo € catalisada por um sistema
enzimatico comum aos dois acidos graxos, constituido basicamente de elongases
e dessaturases (Nakamura e Nara, 2004).

O a-LNA é inicialmente dessaturado pela A6 dessaturase, que introduz
uma dupla ligacdo entre uma insaturacdo pré-existente e a carboxila do &cido
graxo, levando a formagdo do &cido estearidbnico (18:4n-3, STD). Esse acido
sofre a acdo de uma elongase, que adiciona dois carbonos a cadeia
hidrocarbonada do acido graxo, e da origem ao acido eicosatetraendico (20:4n-3,
ETA). Outra dessaturase, a A5 trabalha neste substrato, introduzindo uma ligagao
dupla na posicdo 5 do acido graxo, dando origem ao acido eicosapentaenoico
(20:5n-3, EPA). Ap6s mais duas passagens pela elongase, originam-se os acidos
graxos docosapentaendico (22:5n-3, DPA) e o acido tetracosapentaendico
(24:5n-3,TPA). Uma ultima passagem pela A6 dessaturase, origina-se o
tetracosahexaenoico (24:6n-3,THA), que ¢é transformado em &cido
docosahexaenoico (22:6n-3, DHA) pela remocdo de dois carbonos da cadeia

através da B-oxidagdo. O DHA, metabdlito final da cadeia de elongamento e
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dessaturacdo do a-LNA possui acdo em tecidos alvo, como o coértex e a retina,
participando do desenvolvimento dos tecidos e otimizando a fungcéao destes (Blank
et al, 2002).

O LA é metabolizado utilizando as mesmas enzimas e seguindo o
mesmo caminho do a-LNA, sendo que o metabalito final € o DPANn-6. Evidéncias
de varios estudos demonstram que além de utilizarem o mesmo aparato
enzimatico, consequentemente o a-LNA e o LA competem por essas enzimas
(Stanley et al, 2007).

Nota-se que a A6 dessaturase € uma enzima chave na rota de
metabolizacdo, pois é utilizada duas vezes na biossintese de &cidos graxos poli-
insaturados de cadeia longa (AGPI-CL), pelos dois precursores de 18 carbonos e
pelo THA. Disso, pode-se supor que dietas com altas taxas de AGPI,
especificamente LA podem inibir a conversdo de a-LNA a seus derivados de
cadeia longa (Gibson et al, 2011). Entretanto, o a-LNA parece ter um efeito
supressor maior que o LA, sendo necessario dez vezes mais LA do que a-LNA
para que se tenha uma concorréncia equivalente das enzimas pelos substratos
(Holman, 1998).

Sabe-se também que mamiferos ndo podem converter a-LNA a LA e
vice-versa, pela inexisténcia da enzima A3 dessaturase. Ou seja, a-LNA e LA séo
dois acidos graxos fisiologica e metabolicamente diferentes, com funcfes opostas
e justamente por isso uma proporcdo correta e balanceada entre eles é

fundamental para uma vida saudavel (Brenna et al, 2009).

Com base em estimativas, sabe-se que a dieta humana antes da era
industrial possuia uma propor¢cdo de n-6/n-3 entre 2:1 a 1:1, com muito menos
teor de acidos graxos trans do que atualmente. Diferentemente, hoje tem-se um
padrdo de dieta que em alguns paises, principalmente os ocidentais, alcanca
propor¢cdes de até 20:1. A ingestdo de acidos graxos da familia 6mega-3 acaba
sendo muito menor por causa da nutricdo em geral, que se apresenta rica em
Omega-6. As proporcdes ideais destes dois acidos graxos essenciais ainda nao
estdo bem estabelecidas, porém estudos demonstram que uma maior
incorporacdo de DHA ocorre quando as propor¢cdes sao na faixa de 4:1 a 2:1
(Blank et al, 2002).
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Os &cidos graxos poli-insaturados de cadeia longa desempenham
fungcdes importantes no organismo e tém sido relacionados com a diminuicdo de
varias doencas, principalmente doencas cardiacas coronarianas, aterosclerose e
inflamacdo (Cheng et al, 2001). Estudos tém apontado que a ingestdo de
pequenas quantidades de linhaca ao dia promove alteracbes hormonais
contribuindo com a reducdo do risco de cancer e diabetes, dos niveis de
colesterol total e LDL séricos, assim como favorece a diminuicdo da agregacao
antiplagquetaria (Pellizzon et al, 2007). Existem dois principais tipos de linhaca, a
dourada e a marrom. A linhagca dourada é produzida em locais extremamente
frios, como o Canada e no norte dos Estados Unidos. Ja a marrom é produzida

em grande quantidade principalmente no sul do Brasil.

Os AGPI também sado necessarios no periodo de gestacdo para o
desenvolvimento fetal, pois além de manterem a fluidez, permeabilidade e
conformagcdo das membranas, servem como fonte energética e precursores de
compostos bioativos importantes, como prostaciclinas, prostaglandinas,
tromboxanos e leucotrienos (Haggarty, 2010). Neste contexto, o acido
araquidonico (20:4n-6, AA), oriundo da cadeia de dessaturacdo e alongamento
do LA, é o precursor da sintese de prostaglandinas da série 2, que séo
conhecidas pelos seus efeitos proé-inflamatorios, enquanto que o EPA, oriundo da
familia do 6mega-3, € o precursor da sintese das prostaglandinas da série 3, que
possui efeitos anti-inflamatérios (Abayasekara e Wathes, 1999). Sabe-se,
portanto, que a suplementacdo com a-LNA inibe a sintese de prostaglandinas da
série 2 pela diminuicdo da atividade da enzima ciclooxigenase (Mattos et al,
2000).

Considerando os efeitos benéficos dos AGPI na saude, alguns estudos
demonstram a influéncia da nutricdo no periodo gestacional, sendo que nesta
etapa o “status” nutricional materno € um dos fatores extrinsecos na
programacao da divisdo e redirecionamento de nutrientes para o crescimento e
desenvolvimento do feto (Godfrey e Barker, 2000).

O estado nutricional de gestantes pode promover diferencas na
remodelacdo e morfologia dos tecidos fetais, determinando mudancas em tipos
de células especializadas, associadas a func¢des fisiologicas (Newnham et al,

2002). Estudos com roedores indicam que a desnutricdo fetal determina
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obesidade em adultos. Ratos sujeitos a restricdo protéica intrauterina apresentam
maior preferéncia por alimentos ricos em gordura. O consumo de alimentos de
energia densa para os ratos que foram desnutridos no periodo intrauterino
promove um maior grau de obesidade do que € observado em animais sujeitos a
nutricdo adequada na vida fetal (Langley-Evans et al, 2005). Ha evidéncias que
sugerem que a programacdo de apetite pode decorrer de remodelacdo das
estruturas do hipotdlamo, em que a alimentacdo de controle e programacao da
expressdo de genes envolvidos em respostas aos hormonios orexigenos

(Langley-Evans et al, 2005).

Estudos mostram que a obesidade materna durante a gravidez é
capaz de promover a obesidade na infancia (Shankar et al, 2008). Uma dieta
materna com alta energia durante a gravidez e lactagdo muda o metabolismo
lipidico na crianca, aumentando o risco de obesidade e podendo acarretar a
hipertenséo e resisténcia a insulina (Howie et al, 2009). Uma dieta de alta energia
(20% acima da dieta normal) durante trés gera¢c6es de camundongos € capaz de
promover acumulo de lipideos no tecido adiposo de fémeas, aumentar o nivel de
triacilglicerol sérico (TAG), alterando o metabolismo de lipideos além de alterar os

niveis de glicose e insulina (Takasaki et al, 2011).

Levando em consideracdo a importancia desses acidos graxos e com
base na proporcdo do dmega 6/3 na dieta, o objetivo deste estudo foi elucidar a
influéncia desta proporcdo no metabolismo lipidico dos acidos graxos de uma

forma direta assim como ao longo de trés geragoes.
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1. Caracterizacao do Problema

O estado nutricional de gestantes pode promover diferencas na remodelacdo e
morfologia dos tecidos fetais, determinando mudancas em tipos de células
especializadas, associadas a funcbes fisiologicas (Newnham et al., 2002).
Recentemente, isto tem sido reconhecido como um importante mediador sobre a
susceptibilidade de algumas doencas na prole (Langley-Evans, 2006), associadas a
diferencas entre programacao pré-natal e a realidade pos-natal (Newnham, et al. 2002).
A subnutricdo, ou excesso de nutrientes durante a vida fetal, pode induzir a diferengas
no metabolismo de carboidratos e lipidios em animais e humanos (Guillemainm, et al.,
2007). Um exemplo sé@o pessoas que possuem reducdo na tolerancia a glicose na idade
adulta, por terem sido expostos a fome na metade ou final da vida fetal, ou 0 aumento do
perfil lipidico aterogénico, quando esta exposicdo ocorreu no inicio da gestacdo
(Newnham, et al., 2002). Estes achados evidenciam um aumento do risco de doengas
metabdlicas em individuos adultos, de acordo com o ambiente que ele foi exposto
durante sua vida fetal (Schwitzgebel & KLEEN, 2009). Com uma proposta semelhante
Husted et al. (2008) demonstraram que progénies de ovelhas expostas a baixos niveis
energéticos ao final da gestacdo, tiveram alteracdes no desenvolvimento da célula
pancreatica e reduzida plasticidade na “dow-regulation” e secre¢ao de insulina em
resposta a um desafio metabolico na fase adulta. Tais consequiéncias em vacas leiteiras,
poderiam explicar uma maior, ou menor capacidade adaptativa durante o final de
gestacdo e inicio de lactacdo, onde é maior risco de doengas em consequéncia ao
grande desafio metabdlico. Fatores como niveis de producdo da mae, poderiam
influenciar o suprimento protéico e energético durante a vida fetal e isto poderia
determinar modificacdes na programacao celular de tecidos responsaveis pelo equilibrio
homeorético e homeostéatico durante a fase adulta. Uma melhor compreensdo sobre
estes mecanismos tém avancado com o0 uso do microarranjo de DNA (Yates, et al.,
2009), sugerindo novas formas de avaliacdo das relagbes entre programacao
epigenética e vias metabodlicas ao longo da vida. Em ratos, por exemplo, a restricdo
protéica intra-uterina modificou a expressao de 102 genes no hipotalamo e 36 genes no
rim das proles (Langley-Evans, et al., 2005) evidenciando que a manipulacdo da dieta
das gestantes, poderia ser utilizada como terapia preventiva para diminuir sindromes
metabdlicas nas geracfes futuras. Nutrientes consumidos durante a gestacdo como o
acido graxo essencial 6mega-3, tém demonstrado ser uma alternativa potencial para
melhorar a salde das progénies em animais e humanos (Yavin, et al., 2009). Em uma
revisdo Santos et al. (2008), destacam que esses acidos graxos tém demonstrado
beneficios para a saude e melhoria do desempenho reprodutivo de vacas leiteiras. No
entanto, estes efeitos na vida fetal ndo sdo bem compreendidos, devido a dificuldades no
entendimento de interacdes entre gene - ambiente e gene - dieta (Berquin, 2008). Uma
alternativa tem sido a utilizacdo de ratos e camundongos, como modelos in vivo, 0S
quais permitem melhor acompanhamento e controle de diferentes fazes da vida pré e
pés-natal, facilitando testar hipOteses de causalidade em epidemiologia humana ou
mesmo em ruminantes (Meyer, et al., 2009; Schwitzgebe, et al. , 2009). No entanto,
deve-se ater a diferencas quanto ao metabolismo energético de monogastricos e
ruminantes, o que por vezes determina testar a repetibilidade na espécie de interesse.
Com base nessas evidéncias, nossa hip6tese € que uma dieta rica em acido graxo
Omega-3 fornecida em sucessivas geracdes durante a gestacdo pode alterar niveis de
expressdo de genes relacionados ao metabolismo lipidico e de carboidratos em
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progénies de roedores e ruminantes, determinado uma melhor resposta a desafios
metabdlicos.

Objetivos

Objetivo Geral

Elucidar o efeito epigenético do &cido graxo Omega-3 nas vias metabdlicas do
metabolismo energético em sucessivas geracoes.

Objetivos especificos

1. Investigar a existéncia de efeitos aditivos do acido graxo O6mega-3 no
metabolismo energético de ruminantes em sucessivas geracdes durante a vida
fetal.

2. Investigar a existéncia de efeitos aditivos do &cido graxo 6mega-3 no
metabolismo energético de roedores em sucessivas geracdes, como modelo para
humanos.

3. Comparar respostas das vias metabolicas em ruminantes e roedores submetidos
a dieta com 6mega-3 durante a vida fetal e em sucessivas geracoes.

3. Metodologia e Estratégia de acéo

Animais:
Primeira geracéo:

Serdo utilizados 48 ratos Wistar (Rattus norvegicus albinus) adultos com 60 dias de vida, sendo
12 machos e 36 fémeas, sem doenca prévia. No momento da admissdo os animais serao
distribuidos em dois grupos de peso uniforme e passardo a receber suas correspondentes dietas,
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iniciando o controle de consumo diario. Sera feito um periodo de adaptacdo de 30 dias com
subgrupos de quatro animais do mesmo sexo por gaiola, recebendo a correspondente racdo e
agua ad libitum. Ao final do periodo de adaptacdo as fémeas serdo agrupadas com machos na
proporcdo 3:1, por um periodo de cinco dias. No sexto dia as fémeas serdo separadas e
acompanhadas quanto ao peso semanal permanecendo em gaiolas individuais. Apos o
nascimento todas as gestantes e ninhadas serdo pesadas. Ao final do periodo de amamentacéo
serdo escolhidas aleatoriamente 18 progénies fémeas da primeira geracdo que serdo mantidas
com a mesma dieta administrada as suas maes, repetindo esta metodologia por mais duas
geracdes (Tabela 1).

E importante destacar que hoje a Universidade Federal de Pelotas conta com um moderno
Biotério (http://www.ufpel.tche.br/bioterio/), recentemente reestruturado com recursos da
FINEP, oferecendo todas as condicBes necessarias para execuc¢édo do trabalho.

Dieta:

Sera fornecida uma racao pelletizada, sendo esta isoproteica e isoenergétca entre 0s grupos,
diferindo-se apenas quanto a adicdo de dmega-3 para 0 grupo tratamento. A quantidade
fornecida serda em torno de 15 g/dia por animal e a composi¢éo serd baseada em: farelo de milho,
farelo de soja, farelo de trigo, carbonato de calcio, fosfato bicélcico, cloreto de sédio, premix,
vitaminico-mineral e de aminoéacidos: umidade (max) 12,50%; proteina bruta (min) 22,00%;
extrato etéreo (min) 4,00%; material mineral (max) 10,00%; matéria fibrosa (max) 8,00%; calcio
(max) 1,40%; fosforo (min) 0,80%; vitaminas: vitamina A 12.000 Ul; vitamina D3 1.880 UI;
vitamina E 30,00 mg; vitamina K3 3,00 mg; vitamina B 5,00 mg; vitamina B2 6,00 mg; vitamina B6
7,00 mg; vitamina B12 20,00 mg; niacina 60 mg; acido pantoténico 20,00 mg; acido félico 1,00
mg; biotina 0,05mg; colina 600.00 mg; microelementos minerais: ferro 50,00mg; zinco 60mg;
cobre 10,00mg; iodo 2,00 mg; manganés 60,00 mg; selénio 0,05 mg; cobalto 1,50 mg;
aminocidos: DL-metionina 300,00mg; lisina 100,00mg; aditivos: antioxidante: 100,00mg. O grupo
tratamento serd suplementado com édmega-3 na propor¢éo 0,1% do peso vivo e grupo controle
sera suplementado com mesma propor¢éo de outro acido graxo.

Procedimento de coletas de sangue e eutanasia
Amostras de figado e tecido adiposo:

No 5° dia de lactacdo cinco fémeas gestantes de cada grupo serdo sacrificadas. As fémeas serao

sacrificadas sob efeito do éter etilico sendo decapitadas para coleta de sangue. Neste momento
além do sangue serdo coletados figado e tecido adiposo, sendo estes mantidos a -196°C
congelados em nitrogénio liquido.

Perfil Metabdlico

Apds decapitacdo todo sangue sera dividido e colocado em dois tubos, um
contendo anticoagulante (EDTA 10%) na proporgao de 12 pl/ml de sangue e outro com
EDTA 10% e antiglicolitico (KF 12%). Imediatamente apds a coleta de sangue, estes
serdo submetidos a centrifugacdo para obtencdo de amostras de plasma, plasma com
antiglicolitico e soro, as quais serdo divididas em dois eppendorff® previamente
identificados, sendo um mantido a 4°C (perfil metabdlico) e outro a -70 °C (perfil
enddécrino).

Serdo avaliados os niveis de magnésio, fosforo , cloro, triglicerideos, colesterol
total, HDL NEFA, Glicose, B-hidroxibutirato, AST e GGT, de forma que para todas estas


http://www.ufpel.tche.br/bioterio/
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analises sera utilizado o método colorimétrico com Kits enzimaticos (Labtest Diagnéstica
S.A., Brasil) conforme a metodologia indicada pelo fabricante. Para leitura destes testes
sera utilizado espectrofotémetro de luz visivel (FEMTO 435°).

A mensuracao do perfil enddcrino Insulina, Glucagon, IGF-I, e GH sera
feita através de Radioimunoensaio (WILSON et al., 1983; PURUP et al., 1993).

Tabela 1. NUmero de animais utilizados para cada dieta por geracédo e nimero
de fémeas sacrificadas para coleta de tecido.

Dietas Machos | Fémeas g;;hez gzr:ri‘?csa das Nascidos | Fémeas
Dieta 1 6 18 15 5 82 41

Dieta 2 6 18 15 5 82 41

Primeira Geracgéo

Dieta 1 6 18 15 5 82 41

Dieta 2 6 18 15 5 82 41

Seatnen Germere ]

Dieta 1 6 18 15 5 82 41

Dieta 2 6 18 15 5 82 41

Resultados e Impactos esperados

Indicadores de Progresso ao final de cada ano de projeto:

Ano 1

Experimento 1 em execucgdo, apresentacdo de resultados preliminares em congressos
nacionais e/ou internacionais com o perfil metabdlico da primeira geracao
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Ano 2

Final da etapa de campo com perfil metabdlico das trés geracdes com resultados
analisados e publicados em congressos e artigo de perfil metabdlico submetido a revista
nacional.

Ano 3

Execucédo do Microarranjo do experimento 1 e submissao do artigo 2 com dados do perfil
metabdlico e microarranjo para revista internacional.

Indicadores de resultados ao final do projeto:

Uma dissertacdo de Mestrado
Quatro artigos Publicados: dois em revista nacional e dois em internacional

Envolvimento de quatro bolsistas de iniciacao cientifica

Repercusséo e/ou impactos dos resultados:

Na Instituicdo

Buscar sinergia de experimentos e departamentos de poés-graduacgdo, conjugando
diferentes areas dentro da instituicdo, otimizando custos com material experimental e
estrutura. Este estudo podera ser utiliado para elucidacdo de respostas as dietas no
sistema imune e em patologias como cancer. Desta forma poderiamios congregar alunos
e professores das areas de Nutricdo, Clinica, Imunologia, Reproducéo e Epidemiologia
em humanos e animais, desta e de outras instituicfes.
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No meio cientifico

Contribuir para o entedimento da influéncia da dieta da gestante como fator epigenético
ligado ao balangco energético na vida adulta e as interagdes destes com transtornos
metabdlicos em diferentes espécies.

No desenvolvimento s6cio-econdmico

Este projeto vai de encontro com dois setores de interesse:

No sistemas de Saude Publica

O primeiro experimento podera destacar sugestdes na prevencao de doencas de grande
impacto em saude pubica através de intervencdes na dieta da gestante. Estes achados
poderdo sugerir medidas estratégicas de baixo custo que garamtam geracdes mais
saudaveis a longo prazo.

No Sistema produtivo

Utilizando ovino como modelo experimental, achados desta pesquisa poderdo alavancar
novas estratégias de manejo alimentar para ruminantes, garantindo um incremento da
eficiéncia econdminca ao melhorar a saude do rebanho de geragdes futuras. A
manipulacdo da dieta da gestante, podera garantir melhor equilibrio homeostatico e
homeorético no metabolismo energétio em perédos de grande desafio metabdlico, como
o final da gestacéo e inicio de lactacdo de vacas leteiras.
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Cronograma

Descrigao

2010

2011

2012

2013

2014

Semestre 1 | Semestre 2

Semestre 3 | Semestre 4

Semestre 5 | Semestre 6

Semestre 7 | Semestre 8

Semestre 9 | Semestre 10

Aquisicdo de material, ratos e treinamento

X

Artigo 1

Inicio da administragdo da dieta X
Perfil metabdlico X X X
Coletas Amostras de tcido extragdo de RNA X X X
Confecgdo do cDNA X X X
Microarranjo (EUA) X
Fim do experimento e analise dos resultados

X

Artigo 2
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Riscos

e Aspectos ligados a metodologia de execucdo da técnica de microarranjo, como
integridade de amostras de RNA.

Dificuldades

e Controle da ingestéo de matéria seca em ovinos.
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7 . Recursos

Solicitados
RACAO
Animais Adultos Dias Animais x dias
48 120 5760
48 120 5760
48 120 5760
17280
Crescimento Dias Animais x dias
40 90 3600
40 90 3600
7200
TOTAL 24480
Consumo diario(Kg) 0,015
TOTAL ragdo (Kg) 367
Sacos (60Kg) 18
Custo Saco 68
TOTALRS RS 1.248,48




MATERIAL DE CONSUMO

PERFIL METABOLICO
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Desecrigao Qt. Amostras Vol total Subtotal

Ponteira amarela 1000 RS 39 RS 399,33
Ponteira Azul 1000 RS 16 RS 164,73
Ependorff 1000 RS 20 RS 27,40

Agulhas Vacutainer 100 RS 1 RS 5,10

Adaptador Vacutainer 1 RS 1 RS 2,38

Tubos de 10 ml p/ Vacutainer 100 340 RS 47 RS 318,92

Tubos de 10 ml Vacutainer (com KF e EDTA) 100 RS 43 RS 290,36

Luvas de procedimento 100 RS 18 RS 124,44

Alcool 96°C 1 RS 3 RS 35,36

Seringa descartavel de 10ml 1 RSO RS 95,20

Algodéao (pacote) 1 RS 6 RS 130,56

Papel Toalha (pacote) 1 RS 8 RS 157,08

TOTAL RS 1.750,86
Total/amostra RS 5,15




PERFIL METABOLICO
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Descrigao Qt Kits R$/Kit Custo da Anélise Custo por Amostra
CALCIO 4 RS 89,49 R$ 357,96 R$ 0,53
UREIA 7 RS 52,60 R$ 368,20 RS 0,54
MAGNESIO 3 RS 52,40 R$ 157,20 R$ 0,23
FOSFORO 1 RS 38,90 R$ 38,90 RS 0,06
GGT 6 RS 91,20 R$ 547,20 RS 0,80
AST 1 RS 47,40 R$ 47,40 R$ 0,07
COLESTEROL 2 R$ 55,70 R$ 111,40 R$ 0,16
GLICOSE 1 RS 61,20 R$ 61,20 RS 0,09
TAG 3 RS 530,00 R$ 1.590,00 RS 2,34
B-H-BUTIRATO 4 RS 530,00 R$ 2.120,00 RS 3,12
NEFA 10 RS 1.440,00 R$ 14.400,00 RS 21,18
INSULINA 4 RS 1.776,64 R$ 7.106,56 RS 20,90
GLUCAGON 7 RS 1.200,00 R$ 8.400,00 RS 24,71
GH 7 RS 1.800,00 R$ 12.600,00 RS 37,06
Total RS 111,78




CUSTO TOTAL
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Custos Totais do Projeto RS

Descricao Preco Und ’ n ‘ Subtotal todo peiodo Gasto Anual
Experimento Ratos
Animais 15 48 720 144
Ragao 68 18 1248 249,696
Perfil Metabolico (amostras em duplicata) 116,93 60 7015,968353 1403,193671
Microarranjo 1500 60 90000 18000
Despesas com Bolsista

Passagens aéras to University of lllinois 2000 4 8000 1600
Bolsa 3300 60 198000 39600
TOTAL RS 424.347,93 RS 84.869,59
Subtragdo taxa de bancada 1000 60 RS 364.347,93 RS 72.869,59

*Os valores referentes as analises de microarranjo foram orgados na University of lllinois at Urbana-Champaign junto ao W. M. Keck Center for
Comparative and Functional Genomics, por intermédio do Diretor do Functional Genomics Unit, Professor Mark Band. Estes valores incluem todo
processamento e quantificacdo das analises de biologia molecular citadas neste projeto.




3. OBJETIVOS

Tendo em vista as modificacbes que a nutricdo materna pode
proporcionar na vida adulta da prole, principalmente na reprogramacédo de vias

importantes no metabolismo, nosso estudo tem como objetivo:

1. Verificar a influéncia da propor¢cdo 6mega 6/3 na dieta da gestante e
suas possiveis modulacdes do metabolismo lipidico de &acidos
graxos na prole;

2. Visualizar se as possiveis modificacbes metabodlicas podem se

estender através de trés geracdes de ratos.



4. ARTIGO: Relacéo da proporcdao 6mega 6/3 na dieta da gestante com a
variacao transgeracional do pefil metabdlico e incorporacao de acidos
graxos no tecido hepético

Sera submetido para a Revista Molecular and Cell Biology of Lipids
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Simone Halfen®; Patricia Mattei®; Samanta Regine Fenstenseifer®; Carolina
Bespalhok Jacometo*; Luiz Francisco Machado Pfeifer®; Francisco Augusto
Burkert Del Pino® Eduardo Schmitt”; Marcio Nunes Corréa®



ABSTRACT

HALFEN, Simone. Relative proportion of omega 6/3 in the diet of pregnants
with the variation of the transgenerational metabolic profile page and
incorporation of fatty acids in liver tissue. 2012. 42f. Dissertacdo (Mestrado) —
Programa de Pés-Graduacdo em Veterinaria. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas.

The essential fatty acids alpha-linolenic acid (a-LNA 18:3 n-3) and linoleic acid (LA
18:2 n-6) when consumed during pregnancy influence in the modulation of fetal
tissues and in fatty acid metabolic pathways. Based on that this study sought to
evaluate the metabolism of these fatty acids, as well as possible metabolic
reprogramming over three generations. We utilize 48 rats (Rattus norvegicus) of
Wistar strain, 36 females and 18 males for the founder generation (GO) with the
control group (CONT) received a diet with fat source as soybean oil and omega
group (OM) who received the diet with linseed oil. From these groups, the animals
were selected for the training of two generations (F1 and F2). The animals
receiving the CONT followed the control diet while the OM group was divided into
two new groups, one receiving control diet (OM/CONT) and the other keeping the
feed omega (OM/OM). The results indicated a probable remodeling enzymes in
lipid metabolism, since the group OM/CONT showed some intriguing results. Oleic
acid, for example, had a lower incorporation in the liver tissue of the group
OM/CONT, and NEFA levels were lower in this group, contrary to what the
literature says. This change probably has to do with the diet with high levels of a-
LNA provided in this group GO generation. More research is needed in this area so
that we can explain the ways in which these changes occurred.
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INTRODUCAO

Os acidos graxos essenciais alfa-linolénico (a-LNA 18:3n-3) e linoléico
(LA 18:2n-6) s&o os precursores dos acidos graxos poli-insaturados de cadeia
muito longa (AGPI-CML) eicosapentaendico (EPA) e docosahexaendico (DHA),
da familia émega-3 (n-3) e araquidonico (AA) e docosapentaendico (DPA) da
familia 6mega-6 (n-6). Essa metabolizacdo é catalisada por um sistema
enzimatico comum aos dois acidos graxos, constituido basicamente de elongases
e dessaturases [1]. O acido graxo (AG) AA, da familia 6mega-6 é importante por
ser precursor de hormoénios pré inflamatérios, como as prostaglandinas,
leucotrienos e tromboxanos, pela via da ciclooxigenase 2 (COX-2) [2]. O EPA,
assim como outros AGs da familia 6mega-3 sdo considerados anti-inflamatorios
por estarem inseridos nas membranas celulares no lugar do acido araquidonico e
produzirem eicosanoides anti-inflamataérios [2] pois se sabe que a suplementagao
com a-LNA inibe a sintese de prostaglandinas da série 2 pela diminuicdo da
atividade da COX-2 [3]. Para que os efeitos benéficos destes AGPI sejam
eficientes, € necessario que exista um equilibrio no consumo nos AGs LA e a-
LNA. As proporcdes ideais desses dois acidos graxos essenciais ainda ndo séo
bem estabelecidas, porém estudos demonstram que uma maior incorporacao de

DHA ocorre quando as propor¢des sao na faixa de 4:1 a 2:1 [4].

Os acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa desempenham
fungdes importantes no organismo e tém sido relacionados com a diminui¢cdo de
varias doencas, principalmente doencas cardiacas coronarianas, aterosclerose e
inflamacé&o [5]. Considerando os efeitos benéficos dos AGPI na saude, alguns
estudos demonstram a influéncia da nutricdo no periodo gestacional, sendo que
nesta etapa o “status” nutricional materno € um dos fatores extrinsecos na
programacao da divisdo e redirecionamento de nutrientes para o crescimento e

desenvolvimento do feto [6].

Com base nestas informacdes, o objetivo do estudo é verificar a
incorporacao hepéatica destes acidos graxos através de dietas com proporgdes de
Omega 6/3 de 13,6/1 e 0,4/1 e verificar se estes AGPI sdo capazes de influenciar

o perfil metabdlico de acidos graxos no figado de ratas através de trés geracdes.



MATERIAL E METODOS
Local e animais

O ensaio foi realizado no setor de experimentacdo animal do Biotério
Central da UFPel, em Pelotas-RS — Campus Capéo do Leé&o, durante o periodo
de 13/10/2010 a 15/07/2011. O procedimento proposto para este estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica e Experimentacdo Animal da UFPel sob nimero
4382.

Para a primeira geracdo foram utilizados 48 ratos (Rattus norvegicus
albinus) da cepa Wistar provenientes do Biotério Central da Universidade Federal
de Pelotas — UFPel-RS, sendo 36 fémeas e 12 machos adultos com 60 dias de
idade, sem doenca prévia. Na admissdo do experimento, as fémeas pesavam
2339 (£ 2,949) e os machos 343g (£ 7,269). Apds a pesagem, 0s animais foram
distribuidos em gaiolas individuais e mantidos em estantes fechadas com
temperatura controlada (20°C +2°C) e ciclo claro-escuro de 12 horas. As ratas
foram distribuidas aleatoriamente em dois grupos com 18 animais cada (Figura 1),
com homogeneidade de peso, com um grupo recebendo a dieta controle e o
segundo grupo recebendo a dieta 6mega, conforme descrito no tdpico
Composicdo das Dietas. Os machos receberam sempre a dieta controle, com
fornecimento de agua e racéo ad libitum para os grupos durante todo o periodo
experimental, com controle diario de consumo.

Antes do acasalamento os animais foram submetidos a 30 dias de
adaptacao, onde receberam a dieta correspondente ao grupo ao qual foram
designados. Ap6s o periodo de adaptacdo, as fémeas foram acasaladas com
machos na proporcdo de 3:1 por 5 dias. Ap6s o acasalamento, as fémeas
retornavam para gaiolas individuais e os machos eram encaminhados ao
NURFS/UFPel (Nucleo de Reabilitacdo da Fauna Silvestre). Durante todo o
periodo experimental os animais foram acompanhados quanto ao peso semanal.

Para a formacé&o das geragcdes seguintes, apés o desmame da ninhada
(21 dias posparto), foram escolhidas 16 fémeas para cada grupo e 16 machos
para o acasalamento, sempre tomando o cuidado de n&o haver cruzamento entre
parentes. Na F1 os grupos foram divididos em Omega-Omega (OM/OM), Omega-
Controle (OM/CONT) e Controle-Controle (CONT/CONT), sendo o grupo 6mega
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dividido em dois. Na F2 foram formados trés grupos com a mesma dieta das suas
maes, sendo Omega-Omega-Omega (OM/OM/OM), Omega-Controle-Controle
(OM/CONT/CONT) e Controle-Controle-Controle (CONT/CONT/CONT), conforme

demonstrado na Fig. 1.

Composicéao das dietas

A dieta foi formulada de acordo o American Institute of Nutricion [7],
com modificacdo na fonte lipidica para a formagao dos grupos controle e 6mega.
O grupo controle possuia como fonte lipidica o 6leo de soja e o0 grupo dmega 0Oleo
de linhaca, em proporgdo calculada de acordo com o valor total de calorias da

dieta, sendo ambas isoenergéticas e isoprotéicas (Tabela 1).

As dietas foram preparadas manualmente, na quantidade necesséria
para utilizacdo em até 5 dias e armazenadas sob refrigeracdo a 5°C. Os
ingredientes foram misturados em recipiente plastico, comegcando sempre pelos
elementos secos e posteriormente adicionando-se o 6leo correspondente e o gel,
feito com agua destilada e amido de milho a 8%, até a total homogeneizacéo da
mesma. Em seguida, a dieta era peletizada e permanecia em estufa a 55°C por

24 horas para a secagem.

Eutanasia, coleta de sangue e de tecido

Foram eutanasiadas 6 ratas adultas de cada grupo aos 21 dias de
lactacdo. Os animais eram atordoados em céamara fechada contendo algod&o
embebido com éter etilico e anestesiados com 1mL de xilazina + cetamina (60 a
80 mg de cetamina + 8 a 15mg de xilazina, ambas /kg) e em seguida submetidos
a coleta de sangue por puncéo intracardiaca. O sangue coletado de cada animal
foi colocado em tubos de ensaios e centrifugados a 3.500 rpm por 15 minutos
para a obtencdo de soro. Apds a puncdo intracardiaca, a eutanasia era feita
através de aprofundamento do plano anestésico e em seguida feita a coleta do
figado. O orgéao coletado era colocado em tubos criogénicos e congelado em

nitrogénio liquido (-80°C) até arealizagdo das analises.
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Anédlise Bioquimica

A analise do soro sanguineo para a determinacdo dos acidos graxos

nao esterificados (NEFA) foi feita através de técnica adaptada [8].

Perfil Lipidico do tecido hepéatico

A extracdo de lipidios do figado foi feita pelo método Bligh Dyer [9] e
esterificado segundo a metodologia de Hartman e Lago [10]. As amostras foram
analisadas por cromatografia gasosa, utilizando cromatografo Shimadzu GC-
2010, com auto injetor AOC-20i (Shimadzu) e coluna SP™ 2560 capylary column
(Supelco) com dimensdes 100m X 0,25mm I.D. X 0,2um. O padréo utilizado foi o
Frame Mix100m C4-C24 da Supelco, com injecdo de 1pL e split 100:1, para a

deteccéo de até 36 acidos graxos (Sao Paulo-SP).

Perfil Lipidico dos 6leos e dietas

Os oOleos utilizados para a formulacdo das dietas foram analisados
separadamente quanto a quantidade dos acidos graxos. O 6leo de soja, utilizado
na dieta do grupo CONT possuia 50,18% do acido graxo linoléico e 5,76% de a-
linolénico, enquanto o 6leo de linhaca utilizado na formulacdo da dieta do grupo
OM possuia 13,48% de LA e 50,77% de a-LNA. A quantidade total de acidos
graxos saturados foi de 17,86% e 14,87% e de poli-insaturados foi de 49,52% e

31,11% nos oleos de soja e linhaca, respectivamente.

As andlises do perfil de acidos graxos das dietas foram feitas durante
todo o periodo experimental, sendo cada amostra formada por um pool de trés

partidas diferentes (Fig. 2).

Andlise estatistica

As andlises foram realizadas através do programa SAS 9.0 (SAS
Institute Inc.,Cary, NC, USA), considerando a média + erro padrdo utilizando
analise de variancia (ANOVA) Mixed Models, considerando o nivel de
significancia de 5%. As variaveis resposta analisadas foram: NEFA, acidos
graxos linoléico, araquidonico, alfa-linolénico, eicosapentaenoico,

docosahexaenoico, oléico e miristico.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Tanto o consumo de racéo (Tab. 3) quanto o peso dos animais (dados
ndo mostrados) ndo mostrou diferenca significativa entre grupos e/ou entre

geracdes durante todo o periodo experimental.

Neste estudo, observou-se o perfil dos acidos graxos no tecido
hepatico de ratas com duas diferentes dietas através de trés geracdes. As
analises do perfil de acidos graxos hepatico foi feito nas ratas das geracdes F1 e

F2, durante o periodo pésparto.

A quantidade do &cido graxo alfa-linolénico (a-LNA) acumulado no
figado das ratas do grupo OM (com média das duas geracdes) foi 10 a 15 vezes
superior em comparac¢ao aos outros dois grupos, sendo 2,6%, 0,24% e 0,17% da
guantidade total de lipidios nos grupos OM, OM/CONT e CONT, respectivamente.
O resultado era esperado, uma vez que a dieta do grupo OM possuia uma
guantidade doze vezes maior deste AG em relagdo a dieta do grupo CONT
(43,26% e 3,39% respectivamente).

Um resultado semelhante foi obtido com os niveis de &cido graxo
linoléico (LA), sendo incorporado em quantidades superiores no figado de ratas
do grupo CONT (9,21%) em comparagdo ao grupo OM (8,28%). Assim como 0 a-
LNA da dieta OM, o LA estava presente em maiores quantidades na dieta do
grupo CONT, constituindo 45,99% dos lipideos totais da dieta CONT e 17,75% da
dieta OM.

Os é&cidos graxos derivados de LA e a-LNA apresentaram diferenca de
incorporacao no tecido hepético dos dois grupos (P<0,05) através da média geral
das duas geracbes, sendo este resultado nédo significante entre geracgdes
(P=0,387). O acido graxo eicosapentaendico (EPA), derivado do a-LNA,
apresentou concentragcdes mais elevadas no grupo OM (6,92%) em relacdo aos
outros dois grupos (OM/CONT 0,27 e CONT 0,30%), assim como o &cido graxo
docosahexaendico (DHA), que apresentou incorporacdo de 5,99%, 4,88 e 3,99%
nos grupos OM, OM/CONT e CONT, respectivamente (Figura 3). Nota-se que a
quantidade de EPA é muito maior no grupo OM do que nos grupos OM/CONT e

CONT, provavelmente porque a quantidade de a-LNA seja muito maior na dieta
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OM, proporcionando uma diferenca na abundancia de substratos nas duas dietas,
uma vez que ambos utiizam a mesma maquinaria enzimatica, as enzimas
elongase, A-5 e A-6-dessaturase para fazer esta conversdo. Apesar de ter muito
menos a-LNA nos grupos CONT, a quantidade de DHA, embora menor, se
manteve num nivel elevado quando comparado com a quantidade de substrato,
mostrando que o figado possui um controle na regulacdo deste AG. Com as
concentracbes do EPA e DHA aumentadas no grupo que recebeu uma maior
quantidade de a-LNA, sugere-se que esses acidos graxos foram sintetizados por
seus precursores no figado destes animais de forma eficiente, chegando até o

final da via de elongamento e dessaturacdo da familia 6mega-3.

Um experimento em ratos, com uma alimentacao de 15 semanas com
0,2 e 4,6% de a-LNA na dieta, resultou em uma conversdo do DHA semelhante
em ambos os grupos [11], mostrando mais uma vez que, existindo uma
guantidade minima de a-LNA, o figado é capaz de direcionar este AG para a
producdo de DHA. Em uma dieta livre de DHA, porém com a-LNA em baixas
guantidades (0,2% do total de AGs), o figado consegue aumentar o coeficiente de
sintese devido a um upregulation das enzimas de conversao do figado [12]. Com
uma dieta em quantidades suficientes de a-LNA, o figado é capaz de manter a
homeostase dos AGPIs, garantido as quantidades minimas de DHA para o

organismo [13].

O éacido graxo linoléico, mostrou uma maior incorporacdo (P=0,0141)
no tecido hepatico do grupo OM/CONT (8,28% no OM, 10,85% no OM/CONT e
9,21% no grupo CONT), porém apresentou as mesmas concentragdes do acido
graxo araquiddnico (AA) nos grupos OM/CONT (14,88%) e CONT (13,79%) em
comparacdo ao grupo OM (4,76%), sendo essa incorporacdo até trés vezes
menor conforme demonstrado na figura 4. Os grupos que receberam a dieta
CONT tiveram uma producédo enddégena de acido araquidonico maior do que a
quantidade de LA incorporado no tecido hepatico. O grupo OM, ao contrério, teve
uma producéo de AA inferior a quantidade do LA incorporado (pois sabe-se que 0
a-LNA age no organismo como anti-inflamatorio), pois os acidos graxos de cadeia
longa (AGPI-CL) da familia émega-3 agem substituindo o AA, precursor dos

eicosendides, nas membranas dos tecidos corporais [2]. Esta menor producao de
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AA também pode estar relacionada com a quantidade de a-LNA presente na dieta
OM, pois sabe-se que os dois substratos (LA e a-LNA) utilizam as mesmas
enzimas para a producdo dos seus produtos. O a-LNA parece ter um efeito
supressor muito maior do que o LA, sendo necessario 10 vezes mais LA do que

a-LNA para que tenham um efeito metabdlico igual [14].

A incorporacdo do LA foi de alguma forma aumentada no grupo
OMI/CONT, possivelmente por ter algum tipo de remodelacdo da via enzimatica,
uma vez que a GO recebeu dieta OM e a F1 foi exposta diretamente a esta
alimentagcdo, no periodo intrauterino e durante toda a lactacdo. Apesar desta
diferenca, a incorporagcdo nao foi diferentemente significativa entre as geracoes
F1 e F2 do grupo OM/CONT. E sabido que a alimentacdo durante a vida e
principalmente durante a gestacdo pode promover reprogramacdo nos tecidos
fetais de ratos nas geragcOes seguintes, sugerindo que a prole seja capaz de
adaptar-se a vida extrauterina de acordo com o fornecimento de nutrientes
durante seu desenvolvimento [15]. Esta reprogramacédo € feita durante a vida
intrauterina e quando a realidade pos-natal € diferente da que o feto foi
programado, este remodelamento pode resultar em alteragbes nas vias

metabdlicas que podem, inclusive, resultar em doencas na vida adulta.

Além da via de elongamento e dessaturacdo desses acidos graxos
depender da disputa por enzimas, sabe-se que esta regulacdo ndo esta restrita
apenas a simples diferenca de concentracdo de substratos. Esta competicdo €
mais complexa, uma vez que estd relacionada toda a parte de
regulacao/expressao génica do animal. Existem dois mecanismos de controle que
estes acidos graxos exercem sobre 0s genes: ou o0 acido graxo se liga
diretamente ao fator de transcricdo e controla a atividade do fator de transcricdo
[16] ou os acidos graxos controlam a abundéancia desses fatores de transcricdo
chave [17]. Estudos indicam que &cidos graxos poli-insaturados, como o acido
araquidonico e o DHA séo conhecidos substratos da oxidagdo peroxissomal de
acidos graxos [18] e funcionam como ligantes naturais para Peroxisome
Proliferator Activated Receptors (PPAR) [19]. Estes acidos graxos sao capazes de
regular a transcricdo de enzimas responsaveis por esta conversdo. A elongase-5,

por exemplo, é regulada pelo gene PPAR, enquanto a elongase-2 é regulada pelo
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gene SREBP [20]. PPARs desempenham um papel central em um sistema de

sinalizacdo que controla a homeostase lipidica [19].

O PPARa é ativado por AGPIs assim como pelo DHA, que também age
reprimindo a abundéncia nuclear de SREBP1. Fazendo isso, 0 22:6n-3 promove a
oxidagao de acidos graxos e inibe a sintese de novo. Porém, diferente de outros
AGPIs, o DHA é um ativador fraco de PPARa. Este processo provavelmente
requer uma retroconversao do DHA em EPA, que por sua vez é um forte ativador
de PPARa.

Visto a importancia dos AGPI na regulacdo génica e dada a
necessidade do consumo de gorduras em quantidades moderadas, porém
mantendo-se um equilibrio dos &cidos graxos da familias 6mega-3 e 6mega-6 em
uma propor¢do adequada, verificou-se neste estudo a incorporagcdo e conversao
destes acidos graxos no figado com fornecimento nas propor¢cdes n-6/n-3 de
13,6:1 e 0,4:1 (Tab. 2). Outros acidos graxos detectados no figado das ratas séo

mostrados na tabela 4.

O &cido graxo oléico mostrou diferenca na incorporacao (P = 0,0235),
sendo maior no grupo CONT (20,58%) em relacéo ao grupo OM/CONT (16,02%),
conforme pode ser visualizado na figura 5. Como o grupo OM/CONT recebeu, na
geracdo GO, um dieta com altas quantidades de a-LNA, sugere-se que esta dieta
possa ter influenciado de alguma maneira o metabolismo lipidico hepatico, uma
vez que mesmo recebendo a dieta CONT por mais duas geracdes, a incorporagao
deste AG foi diferente do grupo que somente recebeu uma dieta com alto valor de
LA. Existe pouca literatura sobre o assunto, ficando dificil de se elucidar a via pela

gual a incorporacdo deste &cido graxo possa ter passado.

O &cido graxo miristico (14:0) teve uma incorporacdo contraria a
fornecida na dieta. O grupo OM (0,42%), que recebeu uma maior quantidade
deste AG na dieta (figura 6), teve uma menor incorporagdo, assim como 0 grupo
OM/CONT (0,43), quando comparado com o grupo CONT (0,62%), com
P=0,0037. De alguma forma ainda n&o compreendida os grupos OM e OM/CONT
parecem ter direcionado este acido graxo saturado com preferéncia para a

producdo de energia através da oxidacdo, uma vez que os AG saturados tem uma
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via de oxidacdo mais rapida. O grupo CONT acumulou mais AG provavelmente
porque a dieta CONT possui uma quantidade de AG saturados totais maior do
que a dieta OM (tabela 2).

Assim como os acidos graxos interferem no metabolismo lipidico do
animal inclusive na incorporacao no figado, esta influéncia também ocorre nos
indicadores bioguimicos, como no NEFA (acidos graxos nao esterificados). Os
valores de NEFA das ratas esta mostrado na figura 7. Os AGPI, principalmente o
EPA, diminui a atividade lipolitica, sendo utilizado inclusive para evitar a
degradacdo muscular e do tecido adiposo nos casos de caquexia em cancer. [21].
Neste estudo, os animais dos grupos OM (0,33 mEg/dL) e CONT (0,34 mEqg/dL)
tiveram uma concentracdo de NEFA maior quando comparados com 0 grupo
OM/CONT (0,24 mEg/dL), com P=0,0067. Estes dados sdo conflitantes com a
literatura, pois considerando que o grupo OM teve uma quantidade até 25 vezes

maior de EPA no tecido hepatico, a lipogénese deveria estar diminuida.

CONCLUSOES

O fornecimento de uma grande quantidade do acido graxo a-LNA fez
com que os animais do grupo OM incorporassem uma maior quantidade tanto
deste AG quanto dos seus metabdlitos de cadeia longa. Esta incorporacéo alta,
além de fazer com que o acido linoléico fosse utilizado em menor quantidade no
tecido hepatico do grupo OM, também reduziu a producdo enddégena de &cido

araquidénico (comprovando a sua agao anti-inflamatéria).

Pode-se perceber que a proporcdo de AGs dmega 6/3 fornecidos na
dieta da gestante foi provavelmente capaz de alterar a incorporacdo de AGs ou
ainda capaz de promover uma possivel modulacdo no metabolismo lipidico, ja
gue o &cido oléico teve uma menor incorporagdo no tecido hepatico do grupo
OM/CONT, e os niveis de NEFA foram menores neste grupo, ao contrario do que
diz a literatura. Esta mudanca provavelmente ocorreu pela dieta com altos niveis
de a-LNA fornecida na geracdo GO. Porém, sdo necessarias mais estudos nesta
linha para que se possa explicar as maneiras pelas quais essas mudancas

ocorreram.
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Tabela 1: Formulacdo das dietas controle e 6mega utilizada no ensaio
biolégico. Os ingredientes foram adquiridos no comércio local.

Ingredientes Dieta Dieta
(9/kQ) Controle Omega

Amido de milho 397,48 407,15
Caseina 200 200
Maltodextrina 132 132
Sacarose 100 100
Oleo de soja 70
Oleo de linhaga marrom 60,33
Fibra de hemicelulose 50 50
Mix mineral 35 35
Mix vitaminico 10 10
L-Cistina 3 3
Colina 2,5 2,5
BHT 0,014 0,014

Fonte: AIN 93
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Tabela 2: Perfil lipidico das dietas controle e 6mega, mostradas em
porcentagem em relagéo a quantidade de acidos graxos totais.

Dietas
Omega (linhaga)

Acidos Graxos

Controle (soja)

AGs Saturados

17,83 0,298

14,87 +0,299°

Caproico (6:0) 0,03 +0,009 0,08 0,054

Caprilico (8:0) 0,02 +0,003 0,04 10,015

Céprico (10:0) 0,05 +0,002° 0,06 +0,002*
Laurico (12:0) 0,05 +0,002° 0,06 +0,002*
Miristico (14:0) 0,33 #0,010° 0,37 +0,006*
Pentadecandéico (15:0) 0,06 +0,001" 0,08 +0,001?
Palmitico (16:0) 11,00 +0,060* 7,69 +0,185"
Heptadecanéico (17:0) 0,11 +0,001% 0,10 +0,001°
Estearico (18:0) 4,57 +0,162° 5,58 +0,123%
Araquidico (20:0) 0,80 +0,256° 0,4 +0,105"

Behénico (22:0) 0,56 +0,012° 0,24 +0,017"
Tricosandico (23:0) 0,06 +0,007° 0,05 +0,002"
Lignocérico (24:0) 0,16 +0,024 0,12 0,015

Heneicosandéico (21:0) 0,03 +0,003% 0,01 +0,002"
AGs Monoinsaturados 27,74 +0,582° 20,68 +0,486"
Palmitoléico (16:1) 0,16 +0,004° 0,18 +0,003*
Cis-10-Heptadecandico (17:1) 0,04 +0,006 0,03 +0,006

Oléico (18:1) 27,14 +0,571° 20,33 +0,477"
Eicosenoico (20:1) 0,41 +0,061°% 0,14 +0,022"

AGs Poli-insaturados

4952 +0,791°

61,11 +0,742°

Linoléico (18:2)

45,99 +0,540°

17,75 +1,180°

a-linolénico (18:3) 3,39 #0,384" 43,26 +1,849°
Eicosadiendico (20:2) 0,07 +0,013* 0,04 +0,005"
Eicosatriendico (20:3) 0,04 0,010 0,04 +0,003
Eicosapentaendico (20:5) 0,03 +0,021 0,02 +0,011
Taxa n-6/n-3 13,6/1 0,4/1

As letras mostram diferencas nas concentracfes do acido graxo entre as

dietas. P<0,05.



Tabela 3: Média (x erro padrdo) do consumo de dieta das ratas
durante todo o periodo de tratamento.

Geracdao Grupo Consumo (g)
OM/OM 16,14 +0,81
F1 OM/CONT 15,38 +0,83
CONT/CONT 16,90 +0,74
OM/OM/OM 18,02 +0,99
F2 OM/CONT/CONT 19,67 +0,68

CONT/CONT/CONT 17,60 +0,94
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Tabela 4: Perfil de acidos graxos do figado de ratos de duas geragdes submetidos a diferentes
tratamentos.

Acidos Graxos Geragdo F1 Geragdo F2
OM/OM OM/CONT CONT/CONT  OM/OM/OM  OM/CONT/CONT  CONT/CONT/CONT
AGs Saturados 41,94 20,24 42,16 20,23 43,30 £0,55 41,91 20,34 37,15 1,88 38,94 +1,31
Miristico 140} 0,35 20,06 0,39 20,07 0,58 20,06 0,45 20,05 0,44 0,07 0,63 20,06
Pentadecandico [15:0) 0,08 £0,01 0,08 £0,01 0,04 £0,02 0,00 £0,01 0,08 £0,01 0,07 0,01
Palmitico (16:0) 10,6920,34 20,24 22,51 22,21 +0,98 20,04 20,87 17,38 +1,17 21,00 +1,34
Heptadecandico (17:0) 0,22 +0,01° 0,21 20,022 0,23 20,01 0,22 +0,01° 0,21 20,01 0,17 20,01°
Estedrico (18:0) 21012040  20,70£2,35 19,64 +0,65 20,44 0,80 18,31 +1,28 16,44 +1,23
Araguidico (20:0) 0,04 20,01 0,05 20,01 ND 0,04 20,01 0,04 +0,01 0,02 20,01
Behénico {22:0) 0,09 20,01° 0,09 20,01° 0,11 +0,01= 0,10 20,01 0,12 £0,01 0,09 20,01°
Tricosandico (23:0) 0,12 0,01 0,07 £0,04 0,08 £0,04 0,11 £0,01 0,15 £0,02 0,08 £0,02
Lignocérico [ 24:0) 0,35 #0,04 0,32 +0,01 0,42 +0,02 0,43 #0,02 0,41 0,04 0,35 +0,02
AGs Monoinsaturados 19,26 21,48 17,50 £3,22 20,49 1,36 22,21 148 19,30 1,57 25,63 1,89
Miristol&ico (14:1) ND 0,02 0,01 ND 0,02 0,01 0,01 £0,01 0,04 £0,01
Palmitoléico (16:1) 2,18 0,35 2,29 +0,65 2,40 +0,16 2,60 0,28 2,36 #0,26 3,44 0,258
Cis-10-Heptadecancico (17:1) ND 0,07 +0,02 0,08 +0,04 0,12 +0,02 0,13 +0,01 0,11 +0,02
Oléico {18:1) 16,81£1,20 14,54 22,61 17,57 £1,22 18,27 £1,25 16,57 £1,31 21,88 £1,61
Eicosendico (20:1) 0,08 £0,01 0,11 £0,01 ND 0,08 0,01 0,11 £0,01 0,09 0,01
Nervinico 0,05 =0,01 0,08 +0,01 0,03 +0,02 0,12 0,01 0,12 #0,01 0,08 +0,01
AGs Poli-insaturados 31,07 =1,28 32,05 #3,61 28,94 +1,66 28,88 1,47 33,56 £2,79 28,12 £2,16
Linolgico (18:2) 8,89 20,49 10,28 +0,90 10,31 +0,58 8,08 20,62 11,14 0,66 8,67 20,38
a-linclénico (18:3) 2,21 #0,19 0,25 +0,04 0,15 +0,02 2,73 #0,39 0,24 #0,01 0,18 +0,02
Eicosadiendico [20:2) 0,08 =0,03 0,15 +0,01 0,16 +0,01 0,10 0,01 0,23 #0,02 0,16 +0,01
Eicosatriendico (20:3) 0,92 £0,05 3,73 £2,87 0,66 £0,13 0,74 0,00 0,72 £0,08 0,82 £0,04
Araguiddnico [20:4) 5,80 20,14 12,42 23,42 13,83 20,88 4,38 +0,39 16,11 £1,87 13,77 £1,32
Eicosapentaendico [20°5) 5,92 £0,49 0,33 £0,05 0,23 0,02 5,92 £0,16 0,24 0,03 0,34 £0,03
Docosahexaendico (22:6) 6,16 20,57 4,85 20,57 3,61 20,23 5,93 30,26 4,89 20,60 4,18 20,48

As diferencas de incorporacdo entre geragdo/tratamento estdo em letras minusculas. P < 0,05.
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Figura 1: Delineamento experimental para avaliagdo da variagcdo transgeracional em ratos com
dietas contento 6mega 3 e 6.
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Figura 2: Principais acidos graxos das dietas OM (com o6leo de linhaga) e CONT

(com Oleo de soja).

LA — Linoléico; a-LNA — alfa linolénico.

49



Familia mega-3
1.

7,00 -
[0
|
£ 600
»
2 500 -
L%}
0
= 4,00 - mo-LNA
=
,@_ 3,00 -
g m DHA
£ 2,00 -
L%}
=
g 100

0,00 -

OM/CONT CONT

Figura 3: Incorporagdo hepatica de acidos graxos da familia 6mega-3 em ratas
submetidas a diferentes tratamentos contendo 6mega-3 e 6mega-6.

Os asteriscos mostram diferengas do acido graxo a-LNA (alfa-linolénico); as
cruzinhas mostram diferenca do EPA (eicosapentaendico) e o circulo mostra
diferenca do DHA (docosahexaendico) entre tratamentos.

Utilizada média geral das geracbes F1 e F2, com P <0,05.
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Figura 4: Acidos graxos da familia 6mega-6 em ratas submetidas a diferentes
tratamentos com dmega-3 e 6mega-6.

O asterisco mostra diferencas do &cido graxo LA (linoléico) entre tratamentos e o
circulo mostra a diferenca do AA (araquiddnico) entre tratamentos.

Média das geragBes F1 e F2 com P <0,05.
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Figura 5: Incorporagéo hepética do &cido graxo oléico em ratas submetidas a
diferentes tratamentos contendo 6mega-3 e dmega-6.

Os asteriscos mostram diferengas do 4cido graxo entre tratamentos.

Foi utilizada a média geral das geracdes F1 e F2, com P=0,0235.
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Figura 6: Incorporagdo hepatica do &cido graxo miristico em ratas submetidas
a diferentes tratamentos contendo dmega-3 e dmega-6.

O asterisco mostra a diferenca do acido graxo entre tratamentos

Foi utilizada a média geral das geracdes F1 e F2, com P=0,0037.
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Figura 7: Acidos Graxos néo esterificados em soro de ratos submetidos a
diferentes tratamentos contendo 6mega-3 e dmega-6.

O asterisco mostra a diferencas do NEFA entre tratamentos

Foi utilizada a média geral das geracdes F1 e F2, com P=0,0067.



5. CONCLUSOES GERAIS

O fornecimento de uma grande quantidade do acido graxo a-LNA fez
com que os animais do grupo OM incorporassem uma maior quantidade tanto

deste AG quanto dos seus metabdlitos de cadeia longa.

Nao houve alteracdo na incorporacdo dos AGs fornecidos na dieta
através das geracOes, apenas entre tratamentos, porém de alguma forma houve
uma possivel modulagdo no metabolismo lipidico, demonstrado pela incorporacéo

do acido graxo oléico.
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