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RESUMO

A qualidade dos lipidios da dieta materna, durante a gestacdo e lactacdo, pode promover
obesidade, resisténcia a insulina (R1) e diabetes mellitus tipo 2 na prole adulta. Em razdo do
reconhecimento dos efeitos prejudiciais a salde, decorrentes do consumo da gordura vegetal
parcialmente hidrogenada (GVPH), rica em &cidos graxos trans, a industria de alimentos
passou a utilizar, como substituto, fracdes de 6leo de palma (OP) ou gordura interesterificada.
A literatura ndo € consensual acerca do impacto destas fontes lipidicas alternativas sobre a
salde. Comparamos o efeito do consumo de dietas isoenergéticas e normolipidicas, contendo
gordura interesterificada (GI), OP (GP), GVPH (GT) ou 6leo de soja (GC) por camundongos
C57BL/6, durante a gestacdo e lactacdo, na adiposidade e homeostase glicémica da cria
(machos) aos trés meses de vida. Apos acasalamento, as fémeas prenhas foram separadas nos
4 grupos experimentais. Apds o desmame, a cria foi separada de suas respectivas progenitoras
e alocados em gaiolas individuais, passando a receber racdo a base de soja. A evolucédo
ponderal e o consumo alimentar foram registrados durante a gestacdo e lactacdo nas mées e
até os 90 dias de vida dos filhotes machos. A avaliacdo da homeostase glicémica foi realizada
por meio de testes de tolerancia i.p. a glicose e a insulina. O modelo de avaliacdo de
resisténcia a insulina HOMA-IR também foi utilizado. Foi quantificada a massa dos tecidos
adiposos inguinal, epididimal, retroperitoneal e mesentérico, realizada morfometria de
adipdcitos nos tecidos adiposos epididimal e inguinal e avaliada, por imagem, o volume de
tecido adiposo interno e externo a cavidade abdominal bem como determinado o perfil de AG
nos lipidios do plasma, figado e tecidos adiposos inguinal e epididimal, por cromatografia
gas-liquido. Foi encontrado: aumento da massa corporal nos filhotes Gl e GP, desde o
desmame até os 90 dias de vida; aumento da massa de tecido adiposo epididimal nos filhotes
Gl e da massa de tecido adiposo inguinal no grupos GP; aumento do volume de gordura
interna, externa e total nos animais Gl; hipertrofia de adip6citos no tecido adiposo epididimal
dos filhotes Gl e, no tecido adiposo inguinal, de filhotes GT; ndo foram identificadas
diferencas significativas nos testes de avaliacdo da homeostase glicémica e sensibilidade a
acao periférica da insulina; foram encontrados teores mais elevados de AGS, AGT e AGPI
nos lipidios circulantes de filhotes GP, GT e GI, respectivamente, comparados ao grupo GC,;
teores hepaticos mais reduzidos de AGMI e AGPI em filhotes GT e GI, comparados ao grupo
GC e teores mais elevados de AGT nos tecidos adiposos epididimal e inguinal dos filhotes
GT. Esses resultados sugerem que a substituicdo da GVPH por OP ou por Gl pode néo
constituir boa alternativa na medida em que essas gorduras ricas em acido palmitico, foram
capazes de ocasionar, na prole, alteracbes no desenvolvimento e metabolismo do tecido
adiposo, com repercussdes na idade adulta, favorecendo o aumento da adiposidade visceral e,
consequentemente, o risco de RI.

Palavras-chave: Programacdo metabdlica, 6leo de palma, gordura interesterificada, gordura
vegetal parcialmente hidrogenada, tecido adiposo, camundongos
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ABSTRACT

The quality of the lipids of maternal diet during pregnancy and lactation can promote obesity,
insulin resistance (IR) and type 2 diabetes mellitus in adult offspring. Due to the recognition
of the adverse health effects arising from the consumption of partially hydrogenated vegetable
oil (PHVO), rich in trans fatty acids , the food industry has been using as a proxy, fractions of
palm oil ( PO) or interesterified fat . The literature is not consensus about the impact of these
alternative lipid sources on health. In this study we compared the effect of the consuming of
isocaloric and normolipidic diets containing interesterified fat (1G) , PO (PG) , PHVO (TG) or
soybean oil (CG) for C57BL / 6 mice, during gestation and lactation, on adiposity and glucose
homeostasis of the offspring (male) at three months of life. After mating, the female rats were
separated into 4 groups. After weaning, the offspring were separated from their respective
progenitor and allocated in individual cages starting to receive soy-based diet. The weight
gain and food consumption were recorded during pregnancy and lactation, in mothers, and up
to 90 days of life, of male offspring. The homeostasis model assessment was performed by
i.p. tolerance tests of glucose and insulin. The model assessment of insulin resistance HOMA
-IR was also used. Inguinal, epididymal , retroperitoneal and mesenteric adipose tissue mass
were quantified, held morphometry of adipocytes in epididymal and inguinal adipose tissues
and evaluated by image , the volume of adipose tissue within and outside the abdominal
cavity were determined and the profile of the AG of plasma lipids, liver and epididymal
adipose tissue and inguinal were determined by gas-liquid chromatography . We found::
increased body mass in young IG and PG, from weaning until 90 days of life , increase mass
of epididymal adipose tissue in young IG and inguinal adipose tissue mass in groups PG;
increased volume of internal and external fat and overall in IG animals, hypertrophy of
adipocytes in epididymal adipose tissue of young IG in inguinal adipose tissue, puppies TG;
the differences among tests of glucose homeostasis and sensitivity to peripheral insulin action
were not significant; we found higher levels of SFA , TFA and PUFA on circulating lipids of
pups PG, TG and IG, respectively, compared to GC; lower liver levels of MUFA and PUFA
in puppies GT and GI , compared to the control group and higher levels AGT in epididymal
and inguinal adipose tissues of young GT . These results suggest that the substitution of
PHVO by PO or interesterified fat may not be a good alternative in that such fats rich in
palmitic acid, have been able to cause , in the offspring , changes in development and
metabolism of adipose tissue, with repercussions on adulthood, favoring an increase of
visceral fat and, consequently, the risk of IR.

Keywords: Metabolic programming, palm oil, interesterified fat; partially hydrogenated
vegetable oil; adipose tissue, mice.
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1.  INTRODUCAO

Doencas metabolicas como a obesidade e a resisténcia a insulina (RI), principal
componente do diabetes mellitus tipo 2 (DM2), vém acometendo com maior frequéncia
a populagdo adulta, com prevaléncia cada vez maior nos paises desenvolvidos e em
desenvolvimento, como o Brasil (ALWAN et al., 2010; UNSCN, 2010). Embora o
consumo de dietas com elevada densidade energética, o sedentarismo e a predisposi¢édo
genética sejam considerados suas principais causas, alteracdes no ambiente nutricional,
durante a gestacdo e lactacdo, produzem efeitos significativos na génese dessas
desordens (YANG; HUFFMAN, 2013). Estas condi¢es fundamentam a hipétese da
“origem fetal”, “programagdo metabolica” ou “plasticidade ontogenética”
(DEMMELMAIR; VON ROSEN; KOLETZKO, 2006; MATHEW,; AYYAR, 2012).
Ambiente nutricional materno desfavoravel, tanto em termos de quantidade, quanto da
qualidade de nutrientes disponiveis, pode alterar o desenvolvimento do adipdcito,
resultando no aumento, permanente, da capacidade de proliferacdo destas células
(adipogénese) como também pode afetar os processos envolvidos no armazenamento
lipidico (lipogénese), levando ao aumento de massa corporal, conferindo, assim, maior
risco para o desenvolvimento da RI (MUHLHAUSLER; SMITH, 2009).

O tecido adiposo pode ser acumulado em diferentes compartimentos corporais,
definidos como visceral (ou abdominal) e periférico (ou subcutaneo). A presenca de
adipdcitos maiores (hipertrofia) ou em maior quantidade (hiperplasia) na regido
abdominal, confere risco aumentado para a ocorréncia da resisténcia periférica a
insulina (PEDERSEN, 2013). Esta condigdo, por sua vez, leva ao desenvolvimento da
dislipidemia aterogénica, assim como do estado inflamatdrio, aumento da pressdo
arterial sisttmica e ao estabelecimento do DM2 (DESPRES et al., 2008).

A avaliagdo por imagem, como a técnica da tomografia computadorizada tem
sido utilizada em estudos com camundongos para identificar a localizacdo dos
diferentes estoques de tecido adiposo (JUDEX et al., 2010). Costa et al. (2007)
observaram por meio desta técnica que o tratamento p6s desmame com dieta
hiperlipidica foi capaz de alterar a distribuicdo do tecido adiposo em animais
submetidos a desnutricdo durante a gestacéo e lactacéo.

Assim como outros nutrientes, os acidos graxos (AG) dietéticos constituem

fatores ambientais nutricionais capazes de promover efeitos associados a programacao
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metabolica, estabelecida nos estagios de diferenciacdo e divisdo celular que ocorrem
durante o desenvolvimento embrionario e fetal (INNIS, 2011). A utilizacdo de modelos
experimentais com animais tem permitido observar os efeitos do consumo de diferentes
fontes lipidicas, durante o periodo perinatal, sobre a saide da prole na vida adulta. A
ingestdo de gordura vegetal parcialmente hidrogenada (GVPH), rica em &cidos graxos
trans (AGT), durante a gestacdo e lactacdo, foi capaz de promover alteracbes no
controle central da ingestdo alimentar exercido pela insulina e serotonina, assim como
modificagdes na homeostase glicémica dos filhotes na idade adulta (ALBUQUERQUE
et al., 2006). Recentemente, Bispo (2012) registrou comprometimento da acgdo
anorexigena central da insulina em ratos adultos cujas mdes consumiram gordura
interesterificada, GVPH ou 06leo palma (OP), durante a gestacdo e lactacdo. Misan
(2012) documentou alteracdo no estado inflamatério de camundongos adultos, cujas
médes consumiram, no periodo perinatal, dieta contendo AGT, OP ou gordura
interesterificada. Considerando estes achados é possivel supor que modificacbes
exclusivamente relacionadas a composic¢do lipidica da dieta materna, sem alteracdo do
contetdo deste nutriente, nos periodos criticos do desenvolvimento, sdo capazes de
comprometer diferentes sistemas fisioldgicos e processos metabolicos.

Com o intuito de substituir a gordura animal, reconhecidamente aterogénica, a
indUstria alimenticia utilizou, durante muito tempo, a hidrogenacdo parcial de 6leos
vegetais para obter um produto adequado para a fabricacdo de alimentos. Como
resultado deste processo ocorre reducdo do grau de insaturacdo do 6leo, que permite o
aumento do ponto de fusdo e estabilidade oxidativa, conferindo ao produto maior tempo
de prateleira com boas caracteristicas de palatabilidade e reduzido custo de fabricacao,
gerando, no entanto, isdbmeros trans em sua composi¢do (RIBEIRO et al., 2007). O
elevado consumo de produtos fabricados com esse tipo de gordura, como biscoitos,
produtos de panificagdo, margarinas, entre outros, verificado nos daltimos anos
concorreu para o reconhecimento dos maleficios a saude associados a ingestdo de AGT,
ja bem descritos na literatura (DE ROOS et al., 2002; SABARENSE; MANCINI
FILHO, 2003; SUN et al., 2007).

Mais recentemente, com o objetivo de reduzir o teor de isdmeros trans em seus
produtos, a inddstria alimenticia tem empregado outros processos tecnoldgicos em
substituicdo a hidrogenacéo parcial de dleos e gorduras. As duas principais alternativas

sdo a utilizacdo de dleos vegetais com maior proporcdo de acidos graxos saturados
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(AGS), como o oleo de palma e suas fracOes, e a interesterificacdo, que pode ser
quimica ou enzimatica (HAYES; PRONCZUK, 2010). O OP tem sido bastante
utilizado, principalmente em razéo de sua adequada textura e estabilidade, e por ndo
conter AGT em sua composicdo (BERGER; IDRIS, 2005). Ja os processos de
interesterificacdo, para a producao da gordura interesterificada, apesar do custo elevado,
promovem a redistribuicdo dos AG na molécula de glicerol, gerando novos
triacilglicerdis (TAG), permitindo a formacg&o de 6leos e gorduras com baixos teores de
isbmeros trans ou mesmo a auséncia destes compostos (RACT; GIOIELLI, 2008).
Desta forma, nos ultimos anos, tanto o OP, como a gordura interesterificada vém sendo
utilizados como substitutos para a GVPH na fabricacdo de alimentos industrializados.
Porém, ainda sdo poucos os estudos que avaliam a influéncia do consumo destas fontes
lipidicas na salde.

Considerando a hipdtese da programacdo metabolica no sentido dos prejuizos
decorrentes do consumo de GVPH, rica em AGT, durante a fase critica de
desenvolvimento, que compreende a gestacdo e lactacdo, bem como a escassez de
estudos que investiguem os efeitos dos substitutos da GVPH neste periodo critico, 0
presente trabalho, buscou identificar os efeitos do consumo materno de GVPH, 6leo de
palma e gordura interesterificada, no periodo perinatal, sobre a adiposidade, homeostase
glicémica e sensibilidade periférica & insulina na prole adulta de camundongos. Os
dados gerados pretendem constituir subsidios capazes de proporcionar melhor
compreensdo acerca da importancia da qualidade da fonte lipidica oferecida no inicio da
vida, apontando possiveis processos associados ao desenvolvimento de doencas

crénicas na vida adulta.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Importancia nutricional dos lipidios e acidos graxos

A importancia dos lipidios na alimentagdo humana ja estd bem reconhecida.
Sabe-se que estes compostos sdo responsaveis por conferir palatabilidade e maior
densidade energética aos alimentos, permitem o transporte e absorcdo de vitaminas
lipossoluveis (A, D, E e K), sdo fontes de fosfolipidios, fitoesterdis e acidos graxos
essenciais (FORNAZZARI et al., 2007). Além disso, sdo precursores de horménios
esteroides, componentes da bile e da membrana celular e de organelas, participam de
complexos sistemas de sinaliza¢do intracelular e na formacdo de prostaglandinas,
leucotrienos e tromboxanos (LOTTENBERG, 2009).

Os 0leos e as gorduras integram a classe dos lipidios simples - compostos que
por hidrdlise total ddo origem somente a acidos graxos e alcoois. A diferenca entre eles
estd no estado fisico, em temperatura ambiente, na medida em que os 6leos sdo liquidos
e as gorduras, solidas. Ambos apresentam como componente majoritario 0s
triacilglicerdis, compostos por uma molécula do alcool glicerol, esterificada com trés
acidos graxos que podem ocupar as posi¢cdes sn-1, sn-2 e sn-3 (D’AGOSTINI;
GIOIELLI, 2002). Aqueles gque apresentam acidos graxos idénticos sdo considerados
TAG simples, e os que possuem AG diferentes, mistos. A presenca de longas cadeias
carbonicas hidrofébicas nos acidos graxos confere a essa estrutura a insolubilidade em
solventes aquosos (RIBEIRO et al., 2007).

Os AG podem ser classificados de acordo com o tamanho e a presenca de
duplas ligacdes em sua cadeia carbdnica. Com relacdo ao tamanho da cadeia, sdo
classificados como AG de cadeia curta 0s que possuem menos de seis atomos de
carbono, AG de cadeia media, entre oito e quatorze atomos de carbono e, por fim, os
AG de cadeia longa, compostos por mais de quatorze atomos de carbono (MARTIN et
al., 2006). J& com relacdo a presenca ou ndo de duplas ligacoes, sdo considerados &cidos
graxos saturados, aqueles isentos de duplas ligacGes, acidos graxos monoinsaturados
(AGMI), os que possuem apenas uma dupla ligacdo e acidos graxos poli-insaturados
(AGPI), os que apresentam duas ou mais duplas ligacbes (YOUDIM; MARTIN;
JOSEPH, 2000). Os AGPI podem ainda ser classificados em n-3 e n-6, de acordo com a

localizagdo da primeira dupla ligacdo em relacdo ao seu grupamento metil terminal
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(SIDDIQUI et al., 2004). Assim, destacam-se 0s AGPI pertencentes a familia n-6, como
0s é&cidos linoleico (18:2 n-6, AL) e o araquiddnico (20:4 n-6, AA) e aqueles
pertencentes a familia n-3, como os &cidos alfa-linolénico (18:3 n-3, ALA),
eicosapentaenoico (20:5 n-3, EPA) e docosahexaendico (22:6 n-3, DHA) (PERINI et al.,
2010).

Os principais AGS de cadeia longa, presentes na alimentagdo humana, séo o
palmitico (C16:0), abundante na gordura animal e algumas gorduras vegetais, como a
gordura de palma, e o estearico (C18:0), encontrado também nas gorduras animais, e
gorduras vegetais especificas como a do cacau. O acido miristico € um AGS de cadeia
média também de importancia nutricional, uma vez que esta presente no leite e em
outras gorduras animais. J& o0 AGMI mais comum é o oleico, fornecido principalmente
pelo dleo de oliva e canola (SANTOS et al., 2013).

O tipo de &cido graxo e a sua posi¢do no triacilglicerol pode implicar em
diferentes resultados metabolicos. Durante a digestdo, a lipase pancreatica hidrolisa
preferencialmente os AG situados nas ligacbes sn-1 e sn-3, em detrimento da sn-2.
Desta forma, a presenca de AGS na posic¢do sn-2, diferente dos AGMI e AGPI, € capaz
de aumentar a eficacia da sua absorgdo e elevar a lipemia pés-prandial (D’ AGOSTINI;
GIOIELLI, 2002).

Para representar os AG, tem sido utilizado o sistema alfa numérico, iniciado
pela leta C, seguida do nimero de atomos de carbono na molécula, o nimero de duplas
ligacbes entre os atomos de carbono e a localizacdo das duplas ligacBes na cadeia
carbénica (FOX; LYLE; ROGGE, 2004). Desta forma, podemos citar como exemplos,
0 acido graxo laurico, que por ser um AGS, com 12 carbonos em sua cadeia, €
representado pela sigla C12:0, e o &cido graxo oleico, representado por C18:1 (9), pois
apresenta dezoito atomos de carbono e uma insaturacdo no carbono 9, contando-se a
partir do radical metila. O Quadro 1 apresenta os principais AG encontrados nos TAG.
E possivel observar que, quanto maior a presenca de atomos de carbono na molécula do
AG, maior o seu ponto de fusdo, fato que se deve ao aumento na atracdo de van der
Waals entre as moléculas. Por sua vez, a presenca de uma ou mais insaturagdes diminui
0 ponto de fusdo (SOLOMONS; FRYHLE, 2005).
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Quadro 1 - Principais acidos graxos naturalmente encontrados: nomenclatura, estrutura e
propriedades.

Acidos Grazos Nomenclamra Usual Estrutura Quimica Ponto de Fusdo (°C)
C12:0 Acido Laurico CH;(CH,),,COOH 442
C14:0 Acido Miristico CH;(CH,),CO0OH 53.9
C16:0 Acido Palmitico CH:(CH;)s#COOH 63.1
C18:0 Arido Estearico CH:(CH;sCOOH 69.6
C20:0 Acido Araguidico CH;(CH:hzCOOH 76.5
C24:0 Acido Lignocérico CH;(CH,),,COOH 86.0
Cl6:1 (%) Acido Palmitoleico CH;(CH,;)sCH=CH(CH,);COOH -0.5
C18:1 (%) Acido Oleico CH;(CH,),CH=CH(CH,);COOH 134

CH;(CHy);CH=CHCH,CH=
CH(CH,);COOH
CH,CH,CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CH
(CH,),COOH
CH;(CHy):CH=CHCH,CH=
C20:40-6 (5, 8,11, 14) | Acido Araquidénico CHCH,CH=CHCH,CH= 405
CH(CH,);COOH

C18:2 n-6 (9, 12) Acido Linoleico -5

C18:31n-3 (9,12, 15) Acido o -Linolénico -11

Adaptado de (NELSON; COX, 2006).

E amplamente reconhecido que uma dieta rica em gordura representa riscos
para o ganho de massa corporal e o desenvolvimento de doencas cardiovasculares, além
de resisténcia periférica a insulina e hipertensdo arterial sisttmica. Somado a isso, a
qualidade do lipidio consumido também é de fundamental importancia para a salde
(VALDES-RAMOS; BENITEZ-ARCINIEGA, 2007). E sabido que 0 consumo de AGS
é responsavel pela elevacdo do colesterol total assim como da LDL-c (low density
lipoprotein — colesterol) plasmatica, o que confere risco para doenca aterosclerdtica
(WHITE, 2009). J4 os AGMI n&o afetam de modo significativo o colesterol circulante, e
podem melhorar de modo consideravel a resposta a acdo da insulina, assim como a
producdo deste hormonio pelas células beta-pancreaticas (ASTRUP, 2008; LOPEZ et
al., 2011).

Os AGPI linoleico e alfa-linolénico, das familias n-6 e n-3, respectivamente, e
precursores dos acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa (AGPI-CL), de grande
importancia biologica, sdo considerados acidos graxos essenciais (AGE), pois ndo sao
sintetizados endogenamente pelo organismo humano, em fungédo da caréncia de enzimas
da classe das dessaturases e hidrogenases. Sua obtenc¢do depende, portanto, da ingestdo
dietética. As alongases atuam adicionando dois atomos de carbono a porgéo inicial da
cadeia, enquanto as dessaturases agem oxidando dois carbonos, formando uma dupla
ligagdo com a configuracéo cis. Desta forma o AL da origem ao AA e 0 ALA, ao EPA e

DHA. A conversdo dos AGE em AGPI-CL é limitada em humanos. E importante
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ressaltar que a presenca de horménios femininos como o estrogénio e a progesterona,
circulantes em mulheres em idade reprodutiva, proporciona conversdo mais eficiente
dos AGE em seus derivados de cadeia longa, favorecendo, durante a gestagcdo, melhor
suprimento desses nutrientes para o feto (BURDGE, 2004; NAKAMURA; NARA,
2004).

A quantidade circulante e tecidual tanto de AA quanto de EPA e DHA
constitui reflexo do consumo dietético (MOZAFFARIAN; WU, 2011). As reacOes de
dessaturacdo sao catalisadas pelas enzimas A5 ¢ A6 dessaturases ¢ tem sido observada
reducdo na atividade destas enzimas na situacdo de elevado consumo dietético de AGT
(MARTIN et al., 2006).

E importante que seja dada atencdo & quantidade consumida de AG das
familias n-6 e n-3, na medida em que competem pelas mesmas enzimas envolvidas nas
reacOes de dessaturacdo e alongamento da cadeia dos AGPI. Apesar de estas enzimas
apresentarem maior afinidade pelos AG n-3, a conversdo dos AGPI a partir do ALA ¢é
fortemente influenciada pelos teores dietéticos de AL. Assim, o elevado consumo de
AL pode prejudicar a conversdo do ALA em EPA e DHA (LIOU etal., 2007). O AAeo
di-homo-gamalinoleico (20:3 n-6) sdo precursores dos prostandides das séries 1 e 2, que
dao origem a prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos com acdo inflamatéria no
organismo. J& o EPA é precursor dos prostandides da série 3 que apresentam
propriedades antitrombdticas e anti-inflamatérias (CALDER, 2006). Desta forma, tem
sido recomendada a reducdo do consumo de AG n-6 em relacdo aos AG da familia n-3
(SIMOPQULOS, 2004; SANTOS et al., 2013). A Figura 1 ilustra 0 metabolismo dos
AGPI das familias n-6 e n-3.
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n-6 n=3
18:2 n6 18:3 n-3
i‘ Ab-essaturase ¥|.
18:3 n-6 18:4 n=3
| alongase |
Prostandides (série 1) < 20:3 n-b 70:4 =3

Leucotrienos (série 3}
| Ad=lessaturase |

Prostandides {série 2) < 2004 n-6 20:55n-3 Egﬂit;{ﬁ:'f;f :i:i i.
Leucotrienas (série 4) | | | 5 (SEME J)
alongase
224 n-b 22:5n-3
| alongase |
24:4 n-R 245 n=3
Y|, AB-dessaturase ¢.
24:5 n-b 2426 n=3
¢, f-oxidacao ‘L,
22:5n-6 226 n=3

Figura 1 - Metabolismo de 4cidos graxos das familias n-6 e n-3.
Fonte: (INNIS, 2003; MARTIN et al., 2006 — adaptado)

Tem sido demonstrado, nos ultimos anos, que o consumo de AGPI n-3 guarda
relacdo com a prevencdo de doencas cardiovasculares (DCV), por regular os lipidios
plasmaticos, por meio da reducdo dos triacilglicerdis e do aumento da lipoproteina de
alta densidade (HDL, High Density Lipoprotein), da inibicdo da vasoconstricdo e
agregacdo plaquetaria, além da acdo anti-inflamatoria e antitrombdtica (BALK et al.,
2006; DE ROOS; MAVROMMATIS; BROUWER, 2009). Adicionalmente, foram
demonstrados efeitos benéficos no desenvolvimento cognitivo de criancas apds o
consumo materno destes AG nos periodos de gestacdo e lactacdo (EILANDER et al.,
2007).

Os acidos graxos n-6 estdo presentes, principalmente, nos 6leos de milho e
girassol, enquanto o ALA é fornecido, preponderantemente pelo 6leo de canola e, em
quantidades menores, pelo 6leo de soja. O 6leo de semente de linhaca € excelente fonte
de ALA, no entanto, ndo é utilizado regularmente na alimentacdo humana. Os derivados
de cadeia longa do ALA podem ser obtidos por meio do consumo de peixes de aguas

muito frias e profundas, assim como pelo consumo do 6leo destes peixes (HOSSAIN,
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2011). Estes animais utilizam como fontes alimentares os fitoplanctons e zooplanctons
que dispdem de concentracdes elevadas de AGPI n-3 e sdo capazes de alongar e
dessaturar estes AG, formando EPA e DHA (AKPINAR; GORGUN; AKPINAR, 2009).
E indicado o consumo de refeicdes contendo peixe duas vezes por semana, como parte
de uma dieta saudavel, objetivando diminuir o risco cardiovascular, principalmente
entre individuos com doenca arterial coronariana (SANTOS et al., 2013).

A Organizagdo Mundial de Saide (OMS) e a Food and Agriculture
Organization (FAO), recomendam o consumo de 20-35% de gordura total, até 10% de
AGS, de 15-20% de AGMI e de 6-11% de AGPI em relacdo ao total de energia
ingerida diariamente (FAO, 2011).

Modelos experimentais com a utilizacdo de camundongos tém sido adotados
em estudos com lipidios, ndo apenas em razdo da disposi¢do anatbmica de estruturas
internas, semelhante a do organismo humano, mas principalmente, dadas as
similaridades genéticas e relativas ao metabolismo lipidico. (LEON, 2005). Constata-se
conversédo de AL e ALA em seus respectivos derivados de cadeia longa, de forma
semelhante a que ocorre em humanos. Neste sentido, nesses modelos experimentais, as
reacOes de dessaturacdo e alongamento também ocorrem no figado, promovendo a
sintese daqueles AG que sdo, entdo, disponibilizados para outros tecidos (WANG et al.,
2005). A representacdo da metabolizacdo de AG em camundongos ¢é ilustrada na Figura
2.

Camundongos

Sintese de nowvo
Saturados ™ Armazenamento
L|:|-:|_eu: 4 Monoinsaturados Fonte de energia
da dieta T ] i
B i Poli-insaturados AlteracSes
Formacao de Reducao
i — acs
eicosandides Elongacao
Dessaturacao

Figura 2 - Representagdo do metabolismo dos AG em camundongos.
Fonte: (PERINI et al., 2010, adaptado)
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2.2 Lipidios em alimentos industrializados

2.2.1  Gordura vegetal parcialmente hidrogenada

A introducdo da GVPH no Brasil data das décadas de 50 e 60, com o inicio da
fabricagdo das margarinas, em substituicdo a manteiga, em razdo das crescentes
evidéncias que associavam o0 elevado consumo de AGS ao risco cardiovascular
aumentado (WILLETT, 2006).

Os acidos graxos trans sdo isdmeros do seu correspondente na configuracéo cis
e apresentam os dois atomos de hidrogénio em posi¢des opostas da dupla ligacdo na
cadeia carb6nica (HUNTER, 2005). Por suas caracteristicas estruturais apresentam ponto
de fusdo mais elevado, quando comparados com o0s isémeros cis correspondentes,
porém inferior ao do acido graxo saturado, que apresenta 0 mesmo ndmero de carbonos.
Desta forma, os AGT podem ser considerados como intermediarios entre o &cido graxo
insaturado original e outro completamente saturado (RIBEIRO et al., 2007). A Figura 3

representa a isomeria cis, trans e o ponto de fusdo de determinados acidos graxos.
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Figura 3 - Estruturas e pontos de fusdo dos acidos graxos estearico, oléico e elaidico.
Fonte: (RIBEIRO et al., 2007, adaptado).
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Os AGT ocorrem de forma natural em ruminantes e estdo presentes na forma
de &cido linoleico conjugado (CLA) em produtos lacteos, carnes bovinas e caprinas. Os
efeitos do CLA sobre a salde cardiovascular ainda estdo sendo investigados, entretanto,
ja se sabe que ndo eleva a lipemia na mesma propor¢do que os AGS (WONSIL;
HERBEIN; WATKINS, 1994; FUNCK; BARRERA-ARELLANO; BLOCK, 2006). De
outro modo, o é&cido elaidico (18:1 (9) trans) constitui o isémero trans mais
frequentemente formado no processo industrial de hidrogenacdo parcial de dleos
vegetais, que consiste na adicdo de atomos de hidrogénio visando reduzir o grau de
insaturacdo dos AG. Desta forma, a industria de alimentos consegue a producdo de
gorduras solidas, neste aspecto, semelhante as saturadas, com consisténcia e
palatabilidade adequadas a producédo de alimentos mais crocantes e com maior tempo de
prateleira (SEMMA, 2002). A maior contribuicdo destes lipidios na dieta se justifica
pelo consumo de margarinas, sorvetes, chocolates, produtos de panificacdo, como pées
de queijo, folheados, pdo de batata, salgadinhos do tipo Chips, molhos para saladas,
maionese, cremes para sobremesas e 0Oleos para fritura industrial (BERTOLINO et al.,
2006; VARDAVAS et al., 2007).

Os AGT tém sido considerados fatores dietéticos de risco para o
desenvolvimento de DCV. O consumo elevado deste tipo de AG estd associado ao
aumento nos teores séricos de TAG e LDL, reducdo de HDL e aumento da relacdo
LDL/HDL, além de favorecimento ao desenvolvimento de RI (SALMERON et al.,
2001; SUN et al., 2007; MOZAFFARIAN; CLARKE, 2009). Estes AG induzem maior
atividade da proteina envolvida na etapa do transporte reverso do colesterol, que
transfere o colesterol da HDL para a lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL,
very low density lipoprotein) e LDL, reduzindo, assim as concentraces plasmaticas de
HDL (MATTHAN et al, 2000). Além disso, foi demonstrado em estudos
observacionais, a associagdo do elevado consumo de AGT com a disfuncdo endotelial e
aumento das concentracdes plasmaticas de marcadores inflamatérios como fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina-6 (IL-6) e proteina- C- reativa
(MOZAFFARIAN et al., 2004; LOPEZ-GARCIA et al., 2005).

Tem sido demonstrado comprometimento da sensibilidade a acéo da insulina
induzido pelos AGT (IBRAHIM; BASAK; EHTESHAM, 2009). Comparados aos
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AGS, os AGT prejudicam a tolerancia a glicose, avaliada pelo HOMA-IR (Homeostasis
Model Assessment of Insulin Resistance), devido & maior lipogénese hepética (TETRI et
al., 2008). Além disso, AGT também sdo capazes de induzir a reducdo da sintese das
proteinas estimuladoras de acilacao, responsaveis pela captacdo de triacilglicerois pelo
adipdcito, assim como pela captacéo de glicose independente da acdo da insulina. Desta
forma, a diminuigdo dessas proteinas, em razdo do consumo de AGT, poderia contribuir
de forma indireta para a ocorréncia da resisténcia periférica a insulina, considerada a
principal alteracdo que precede a predisposicdo a sindrome metabolica (BENDSEN et
al., 2011), um transtorno complexo, que associa a obesidade central a fatores de risco
cardiovasculares como hiperglicemia, hipertensao arterial e dislipidemia (ALBERTI et
al., 2009).

Em um estudo experimental com ratas, Osso et al. (2008) demonstraram que 0
consumo de AGT no periodo de lactacdo levou a alteragdes do metabolismo glicidico na
prole adulta. Neste estudo, comparados ao grupo controle, os animais, aos 60 dias de
vida, cujas mées consumiram AGT no periodo critico de desenvolvimento apresentaram
valores de insulinemia, razdo insulinemia/glicemia e HOMA-IR significativamente
superiores. Os autores sugeriram que a ingestdo deste tipo de AG, no inicio da vida, esta
relacionada ao estabelecimento de RI na prole, quando adulta.

Adicionalmente, tem sido observado que o consumo de AGT pode aumentar o
ganho de massa corporal e acimulo de gordura, particularmente a visceral (KOH-
BANERJEE et al., 2003). Aliado a isto, existe o fato de que estes tipos de acidos graxos
dietéticos sdo transportados pelo plasma e estocados em oOrgdos e tecidos. A este
respeito, Clifton et al. (2004) mostraram que a reducdo do consumo de AGT promoveu
rapida diminuicdo do estoque destes AG no tecido adiposo dos individuos avaliados.
Estes autores também demonstraram associa¢do positiva entre o conteudo de AGT no
tecido adiposo e risco de infarto do miocardio. Silva et al. (2006) mostraram que a
ingestdo de dietas ricas em GVPH, durante o periodo perinatal, promoveu na prole
jovem de ratas, acimulo dessa gordura no tecido adiposo branco, além de elevacao da
adipogénese, comparado aos animais controle.

Em razdo das evidéncias cientificas relativas aos efeitos deletérios do consumo
de AGT, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) regulamentou em
2003, por meio da resolucdo RDC n° 360, a obrigatoriedade para produtos

industrializados quanto a descrigdo, no rétulo, de informacéo relativa a quantidade de
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AGT presente na porcdo do alimento (ANVISA, 2003). Posteriormente, foi
regulamentado que, para ser denominado “zero trans”, o alimento precisa apresentar
quantidades iguais ou inferiores a 0,2 g de AGT por por¢do (ANVISA, 2010). Além
disso, é recomendado que a ingestdo deste tipo de AG, proveniente de alimentos
industrializados, seja a menor possivel, ndo devendo ultrapassar 2 g/dia ou 1% do valor
energético total (SANTOS et al.,, 2013). Em razdo dessas exigéncias, as industrias
alimenticias brasileiras precisaram passar a elaborar produtos adequados as normas
vigentes. Neste contexto, passaram a utilizar como matéria prima, gorduras com
quantidades reduzidas de AGT e a desenvolver novas tecnologias para obtencdo de
produtos com as mesmas caracteristicas organolépticas exigidas pelo consumidor
brasileiro (GAIDUS; DALLAROSA; SILVA, 2007; AUED-PIMENTEL,; SILVA;
KUS, 2009). Neste sentido, dois tipos de gordura tém sido utilizadas em substituicdo a
GVPH: o0 6leo de palma e a gordura interesterificada (HAYES; PRONCZUK, 2010).

2.2.2 O oOleo de palma como substituto da gordura vegetal parcialmente
hidrogenada

Também conhecido como azeite de dendé, o éleo de palma é extraido da palma
(Elaesis guineensis), uma planta originada da Africa e cultivada no Brasil desde o
século XVII, da qual também é retirado o 6leo de palmiste (MUKHERJEE; MITRA,
2009; BRASIL, 2011). O OP ¢é obtido a partir da prensagem mecanica, a frio, do
mesocarpo da planta, enquanto o éleo de palmiste (oleina) é extraido da améndoa dos
frutos. Da oleina pode ser formada a estearina solida, utilizada na fabricacdo de racao
animal (HASSAN, 1988).

O OP néo contém AGT e é composto por 50,2% de AGS; 39,3% de AGMI e
10,5% de AGPI. Os acidos graxos saturados predominantes sdo o acido palmitico (44%)
e 0 estearico (4,5%) e, dentre 0s mono e poli-insaturados, predominam o oleico (39,2%)
e linoleico (10,1%), respectivamente (EBONG; OWU; ISONG, 1999; ONG; GOH,
2002). Ja oleo de palmiste apresenta 47% de &cido laurico e 16% de miristico
(AGROPALMA, 2011). O interesse da industria na utilizacdo do OP se deve ao fato
desta gordura ser resistente a oxidacao, em razdo da presencga de antioxidantes como o

tocoferol, além de apresentar boa estabilidade e textura sélida em temperatura ambiente,
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dado seu elevado teor de AGS (BERGER, 2007; OGUNTIBEJU; ESTERHUYSE;
TRUTER, 2009).

Considerada a localizagdo dos &cidos graxos nos TAG do OP, sdo observados
maiores teores do AGMI oleico na posicdo sn-2 e dos AGS palmitico e estearico nas
posicBes sn-1 e sn-3 que, conforme anteriormente mencionado, sdo preferencialmente
hidrolisados pela lipase pancredtica. Esta caracteristica confere ao OP implicagdes
metabdlicas distintas daquelas atribuidas aos alimentos que apresentam elevado
conteddo de AGS localizados na posi¢éo sn-2 dos TAG, como acontece no leite, banha
e toucinho. Esta ultima configuracdo é capaz de promover maior concentracdo de
lipidios pds-prandiais, conferindo risco aumentado para as DCV (D’AGOSTINI,
GIOIELLI, 2002; KARUPAIAH; SUNDRAM, 2007). De qualquer forma, é
reconhecido que o elevado consumo de alimentos contendo OP influencia o perfil
lipidico sanguineo, promovendo aumento no teor plasmatico de acido palmitico (EDEM,
2002).

A literatura, entretanto, ainda é bastante controversa no que diz respeito a
influéncia do consumo destas fontes lipidicas na saude. De acordo com Muller et al.
(1998), o OP conferiu efeitos benéficos ao perfil lipidico plasmatico, uma vez que
produziu aumento na HDL e reducdo da relacdo LDL/HDL, comparativamente aos
efeitos produzidos com o consumo de AGT. Estes dados foram resultantes da
comparacgao entre trés tipos de margarinas, consumidas por vinte e sete mulheres jovens
por um periodo de dezessete dias, contendo OP, GVPH ou AGPI. Neste sentido, do
ponto de vista nutricional, o OP poderia ser considerado boa alternativa para a
substituicdo da GVPH nos alimentos. Entretanto, em 2003, a OMS alertou que havia
fortes evidéncias de que o elevado consumo de OP aumentaria o risco para 0
desenvolvimento das DCV (WHO, 2003).

O estudo de Silva et al. (2005) comparou os efeitos metabolicos produzidos por
dietas contendo Gleo de palma ou 6leo de soja parcialmente hidrogenado, como fontes
lipidicas, oferecidas a ratas Wistar durante a lactacdo e até os 45 dias de vida dos
filhotes. A cria que recebeu OP consumiu maior quantidade de ragcdo e apresentou
massa corporal significativamente superior a dos filhotes tratados com dieta a base de
GVPH. O maior ganho ponderal no grupo que consumiu OP pdde ser explicado pela

aumentada taxa de lipogénese que implicou na elevagdo das massas dos tecidos
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adiposos perirrenal, retroperitoneal e epididimal. Entretanto, as concentragdes séricas de
colesterol total e TAG foram maiores no grupo que recebeu GVPH.

Vega-Lbpez et al. (2006) realizaram um estudo com homens e mulheres com
idade igual ou superior a 50 anos e compararam os efeitos do consumo de OP, GVPH e
de gorduras ricas em AGMI (6leo de canola) e AGPI (6leo de soja) na homeostase
glicémica e no metabolismo das lipoproteinas. A GVPH e o OP elevaram as
concentragdes de LDL quando comparados aos 6leos de soja e de canola. Neste estudo,
portanto, o OP mostrou efeitos hipercolesterolémicos similares ao de outras gorduras
saturadas ou ricas em AGT, quando comparado a outros 6leos ricos em AGMI e AGPI.

Um estudo randomizado duplo cego, realizado com 32 homens saudaveis,
comparou o efeito do &cido palmitico, proveniente de fonte vegetal (oleina de palma) e
de fonte animal (banha de porco), com o 6leo de soja (rico em AGPI), sobre o perfil
lipidico, glicemia, insulinemia e marcadores inflamatorios destes individuos. Foi
observado aumento significativo de LDL e colesterol total nos grupos que receberam
oleina de palma e banha de porco, quando comparados ao grupo que consumiu soja
como fonte lipidica, entretanto, ndo houve diferencas nas concentraces plasmaticas de
glicose e insulina entre os grupos (THOLSTRUP; HIERPSTED; RAFF, 2011).

2.2.3 Gordura interesterificada como substituta da gordura vegetal
parcialmente hidrogenada

Com a finalidade de se obter produtos com caracteristicas organolépticas
semelhantes aquelas verificadas em géneros alimenticios que apresentam em sua
composi¢cdo a GVPH, a indulstria tem utilizado o processo de interesterificacdo como
alternativa para a substituicao deste tipo de gordura, uma vez que esta tecnologia facilita
0s processos de producdo, aumenta o tempo de prateleira e confere consisténcia
desejada ao produto em temperatura ambiente ou sob refrigeracdo (TARRAGO-TRANI
et al., 2006).

A interesterificacdo consiste em se misturar varios tipos de 6leos e/ou gorduras
vegetais, promovendo a redistribuicdo dos AG na molécula do TAG, por meio do
rompimento simultaneo das ligagdes éster existentes e formacéo de novas ligacbes nas
moléeculas gliceridicas. Deste modo, apos a hidrdlise, os AG permanecem inalterados e

sofrem rearranjo aleatorio em cada posic¢do (sn-1, sn-2 e sn-3). O resultado é a formacéo
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de gorduras com baixo teor ou desprovidas de AGT (RIBEIRO et al., 2007). Ha trés
tipos de reagBes por meio das quais a interesterificacdo pode ocorrer: aciddlise,
alcodlise e transesterificacdo. A primeira é caracterizada pela troca de radicais acil entre
uma molecula lipidica e acidos graxos livres (AGL); na segunda, se utiliza 0 composto
lipidico e outro alcoodlico, e a terceira, compreende o rearranjo dos AG no TAG,
constituindo o processo mais usual de interesterificacdo (BERRY, 2009). Embora o
rearranjo dos AG no TAG, ndo implique em alteracdo nos tipos de AG presentes nas
novas moléculas lipidicas, comparadas as estruturas iniciais, 0s novos TAG, produzidos
no processo de interesterificacdo, passam a apresentar propriedades fisicas, como ponto
de fusdo, curva de sélidos, espalhabilidade e estrutura cristalina, distintas do composto
inicial (RACT; GIOIELLI, 2008). (Figura 4).
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Figura 4 - Esquema do processo de interesterificacdo entre dois triacilglicerois
distintos. Fonte: (GUNSTONE; PADLEY, 1997, adaptado).

Para a producdo da gordura interesterificada, duas técnicas industriais sdo
utilizadas: a interesterificacdo enzimatica e a quimica. Na primeira, sdo utilizados
biocatalisadores, tais como lipases microbianas estéreo especificas, que liberam os AG
do glicerol (RODRIGUES; GIOIELLI, 2003). A vantagem desta técnica consiste no
fato de que estas enzimas permitem a clivagem especifica de AG nas diferentes posi¢des
no TAG. Desta forma, é possivel a selecdo de enzimas com afinidade para a posi¢éo sn-
2 e, assim, inserir AG previamente definidos, como AGMI e AGPI-CL, por exemplo,
proporcionando melhores respostas metabolicas associadas a estes AG, tendo em vista a
maior afinidade da lipase pancreatica pela posi¢cdo sn-2, como descrito anteriormente
(D’AGOSTINI; GIOIELLI., 2002). No procedimento quimico, largamente empregado
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em razdo do seu baixo custo, sdo utilizados catalizadores que promovem rearranjo dos
AG de forma aleatoria, mediante aquecimento. O processo termina com adi¢ao de agua,
que inativa o catalisador, obtendo-se um produto de textura mais solida (SILVA;
ESCOBEDO; GIOIELLI, 2008). Neste caso, o catalisador aplicado com maior
frequéncia é o metdxido de sodio, embora outras bases, acidos e metais estejam
disponiveis (RIBEIRO et al., 2007).

Informagdes conclusivas acerca dos efeitos do rearranjo de AG na gordura
interesterificada sobre parametros metabdlicos, relacionados ao desenvolvimento da
aterosclerose bem como aos riscos cardiovasculares ainda ndo estdo disponiveis.
Contudo, cabe ressaltar que h& grande predominancia de AGS na gordura
interesterificada de utilizacdo industrial (SANTOS et al., 2013). A industria alimenticia
brasileira utiliza gorduras confeccionadas a partir da mistura do éleo de palma refinado,
interesterificado com o éleo de soja e, por isso, livres de AGT, porém, ricas em AGS,
uma vez que o OP é utilizado como matéria prima (GRIMALDI; GONCALVES;
ANDO, 2005). A mistura de 6leo liquido e éleo totalmente hidrogenado € utilizada para
a producéo de margarinas com teores elevados de AGPI e reduzidos de AGT. A titulo de
exemplo, a mistura contendo 6leo de soja liquido e dleo de soja totalmente hidrogenado,
é submetida ao processo de interesterificacdo, para obtencdo de margarina cremosa,
composta por 51,5 % de AGPl e 1,6 % de AGT (LIST etal., 1995).

Kritchevsky et al. (2002) realizaram uma série de experimentos, em ratos,
destinados a avaliar a aterogenicidade de gorduras apresentando diferentes composicoes
e posicionamento dos AG na molécula do TAG. Os autores sugeriram que elevadas
concentracdes de TAG, contendo acido palmitico na posi¢cdo sn-2, ao invés do acido
estedrico, estdo associadas a alteracGes na aterogénese. Adicionalmente, esses autores
observaram que a interesterificacdo quimica do OP produziu efeitos mais aterogénicos
do que os observados para o OP natural. Foi verificado, ainda, que a banha de porco,
composta majoritariamente por acido palmitico na posicdo sn-2, produziu efeitos mais
aterogénicos do que as gorduras com menor proporcao deste AG nesta mesma posicao.

Sundram et al. (2007) compararam os efeitos do consumo de dietas ricas em
gordura trans, interesterificada ou saturada, sobre as concentragcdes plasmaticas de
lipoproteinas, glicose, insulina e peptideo—C. Apds quatro semanas de tratamento
dietético, os grupos de individuos que consumiram as dietas ricas em gordura trans ou

interesterificada, apresentaram aumento significativo na relagdo LDL/HDL-colesterol
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bem como na glicemia de jejum. O grupo que recebeu a dieta com gordura
interesterificada apresentou valores de glicemia cerca de 20% mais elevados do que o
grupo que consumiu a dieta rica em gordura saturada. A insulinemia de jejum foi 10%
menor no grupo que recebeu gordura trans e, 22% menor, N0 grupo que consumiu a
gordura interesterificada, que também apresentou os menores teores de peptideo-C e 0s
maiores valores de glicemia pds-prandial, comparados aos demais.

Posteriormente, Robinson et al (2009) avaliaram os efeitos da gordura
interesterificada sobre os fatores de risco para DM2 e DCV em individuos obesos e
eutroficos. Os autores quantificaram as concentracbes de TAG, colesterol, glicose,
insulina e AGL, seis horas ap6s o consumo de 1 g de gordura interesterificada por Kg de
massa corporal. Nestas condi¢cbes ndo foram observadas alteragcbes na glicemia,
insulinemia, AGL ou colesterolemia pos-prandial. Também ndo foram verificadas
modificagdes nas concentracdes plasmaticas de TAG pos-prandial nos individuos
eutroficos, entretanto, entre os obesos, o consumo da gordura interesterificada

determinou aumento de 85% no conteddo circulante destes compostos.

2.3 Programacédo metabolica

2.3.1 Contextualizacdo conceitual

A designagdo “programacdo metabdlica” ou “metabolic imprinting” diz
respeito ao fenémeno relacionado as alteracdes epigenéticas, estabelecidas durante os
periodos criticos do desenvolvimento organico (gestacdo e lactacdo), em razdo de
estimulos ou estresses de diferentes naturezas, incluindo nutricional, que sdo capazes de
gerar modificacdes moleculares e funcionais que podem se tornar permanentes. Atribui-
se a este processo, possivel origem da vulnerabilidade individual as desordens
metabdlicas como obesidade, DCV e DM2, desenvolvidas na maturidade
(GLUCKMAN et al., 2005; LEVIN, 2006).

Widdowson e McCance (1963) estdo entre os primeiros autores a reportarem
resultados acerca de alteragdes na massa e composi¢do corporais de ratos, persistentes
na vida adulta, decorrentes de desnutri¢éo, restrita aos primeiros dias de vida pds-natal.
Cerca de 10 anos depois, em 1974, o termo “Programacao” foi introduzido na literatura

cientifica pelo Professor Gunter Dorner, ex-chefe do Instituto Experimental de
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Endocrinologia do Hospital Charité, na Alemanha. Em um artigo de revisdo,
apresentando uma série de dados clinicos e experimentais, Dorner concluiu que as
concentragfes disponiveis de hormonios, metabdlitos e neurotransmissores, durante
periodos iniciais do desenvolvimento, seriam capazes de programar o individuo no que
diz respeito aos aspectos funcionais, predisposicdo a algumas doencgas, desenvolvimento
cerebral, bem como disfuncéo reprodutiva na idade adulta (DORNER, 1975). Dorner
também teorizou acerca da possibilidade de ocorrer interacdo entre o material genético
do individuo e a sua exposicdo aos fatores ambientais, durante as etapas iniciais do
desenvolvimento organico, capazes de influenciar o metabolismo e a funcionalidade de
6rgdos e tecidos na maturidade (SCHMIDT et al., 2001; OZANNE; FERNANDEC-
TWINN; HALES, 2004).

O conceito originalmente atribuido a programacdo metabolica tem sido
questionado, na medida em que pressupde, de forma determinista, o desenvolvimento
de enfermidades na vida adulta. Neste sentido, foi proposto o termo “plasticidade
ontogenética”, caracterizando o conjunto de processos capazes de gerar fenotipos
alternativos, dada a interacdo entre o genotipo e fatores ambientais, durante os periodos
criticos do desenvolvimento. Neste periodo hd maior probabilidade de ocorrer
alteracdes ontogenéticas, entretanto, ndo se pode afirmar, categoricamente, que
ocorrerdo (GLUCKMAN; HANSON, 2007).

Mais recentemente, 0s provaveis mecanismos envolvidos com o
estabelecimento da programacdo metabdlica ou plasticidade ontogenética tém sido
estudados sob a Otica da epigenética, que constitui ramo da ciéncia que investiga as
alteracbes na funcdo de genes, mitdtica e/ou meioticamente hereditarias, nao
decorrentes de modificagdes na sequéncia do DNA, mas que podem persistir por uma
ou mais gerac6es (WU; MORRIS, 2001; BIRD, 2007)..

As alteracGes epigenéticas podem, portanto, levar a prejuizos na organogénese,
modificando a estrutura e fungédo de determinados 6rgéos e tecidos, e assim, conduzir ao
acometimento de doencas em longo prazo. As perturbacBes fisiologicas, assim
produzidas, podem permanecer e serem transmitidas de uma geragdo para outra,
caracterizando o efeito transgeracional (LUCAS, 1994; FOWDEN et al., 2006;
WHITELAW; WHITELAW, 2006).

Os mecanismos de regulacdo epigenética envolvem trés processos: metilacdo

do DNA (ligagdo de grupamento metil ao DNA), modificagdes das histonas e



37

“silenciamento” do RNA. Dentre estes, o mais frequente ¢ o primeiro (UMLAUF,
FRASER; NAGANO, 2008). Ja foi descrito que a nutricdo materna inadequada, durante
os periodos criticos de desenvolvimento fetal e pés-natal, promove prejuizo no processo
de metilacdo do DNA, aumentando ou diminuindo a expressdo de determinados genes
chaves para o metabolismo (AGUILERA et al., 2010).

O periodo de gestacdo e lactagdo, portanto, € critico para a ocorréncia de
modificacbes epigenéticas no organismo fetal. Estas alteracGes podem favorecer o
desenvolvimento, na vida adulta, de doencas como obesidade, DM2, hipertenséo arterial
sistémica, DCV e cancer (STOCKER; ARCH; CAWTHORNE, 2005). Neste sentido,
fortes evidéncias demonstram que alteragcbes no padrdo alimentar materno, tais como,
dietas ricas em gordura ou, especificamente, em AGS, ricas em carboidratos ou
deficientes em proteinas e diferentes vitaminas e minerais, durante a gestacdo e
lactacdo, sdo capazes de aumentar o risco de desenvolvimento de sindrome metabdlica
na prole adulta (BRUCE; HANSON, 2010; HEERWAGEN et al., 2010).

2.3.2 Acidos graxos como fatores nutricionais envolvidos na programagao

metabodlica

A composicéo lipidica da dieta materna constitui um dos fatores determinantes
da qualidade dos &cidos graxos que sdo transferidos para o feto através da placenta e
também daqueles secretados no leite materno. Desta forma, a oferta inadequada de
acidos graxos, tanto em quantidade quanto em qualidade, durante a gestacao e lactacéo,
pode contribuir para o surgimento de desordens metabolicas futuras no organismo em
desenvolvimento (SAMUELSSON et al., 2008). Os mecanismos potenciais da
programacdo decorrente do suprimento inadequado de AG tém relacdo direta com os
estdgios chave de diferenciagdo e divisdo celular, que ocorrem durante o
desenvolvimento embrionério, fetal ou durante a infancia e a adolescéncia (BUCKLEY
et al., 2005).

Durante a vida intrauterina, a transferéncia placentaria de AG é relativamente
baixa, ja que a eficiéncia de transporte é maior para a glicose seguida de aminoacidos
(HERRERA et al., 2006). Ap6s 0 nascimento, 0 organismo da crianca se adapta para
permitir a digestdo e absor¢do dos constituintes do leite materno, cuja principal fonte

energética é o lipidio, que fornece cerca de 50% da energia total deste alimento. Sendo
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assim, sdo esperadas adaptacdes estruturais, metabdlicas e endocrinas no organismo,
envolvendo 6rgdos como figado, pancreas, intestino, rins, tecido adiposo, musculo e
cérebro, com o objetivo de desenvolver mecanismos ndo apenas relacionados a
homeostase energética, mas também a regulacdo da fome e saciedade (INNIS, 2011).

E reconhecido para os AG outras importantes aces, além do seu papel como
constituinte das fracGes fosfolipidicas de células e organelas. Por atuarem na regulacéo
da expressdo génica e funcdo de moléculas de sinalizacdo lipidica, envolvidas no
controle do apetite e metabolismo energético, entre outros processos, atribui-se aos
acidos graxos estreito envolvimento com os mecanismos relacionados a programacéo
metabolica (WOLMARANS, 2009; MACCARRONE et al., 2010).

A este respeito, ja foi documentado que dietas ricas em AGS, consumidas por
ratas gestantes e lactantes, promoveram, na prole adulta, alteragbes como hipertensao
arterial sistémica e disfuncédo endotelial (KOUKKOU et al., 1998; KHAN et al., 2004).
Em outra investigacdo, envolvendo animais, foi registrada predisposicdo da prole adulta
a resisténcia a insulina, ap6s o consumo materno de dieta enriquecida com AGS, desde
0 acasalamento até o desmame, o que ndo foi observado no grupo experimental cujas
mées receberam, durante o mesmo periodo, dieta mais rica em AGPI n-3 (SIEMELINK
et al., 2002). Posteriormente, lbrahim et al. (2009) investigaram os efeitos da
composicéo lipidica da dieta materna na salde da prole. As racGes oferecidas as ratas,
durante a gestacdo e a lactacdo, apresentavam contetdo mais elevado de AL, ALA ou
AGT. Os resultados mostraram maiores concentraces plasmaticas de colesterol e AGL
na prole das ratas que receberam a dieta contendo AGT, que também se tornou mais
propensa ao desenvolvimento de RI na vida adulta. Os autores sugeriram a necessidade
de se restringir o consumo desses isdmeros nos estagios iniciais da vida.

Consideradas estas evidéncias, o tipo de acido graxo, presente na dieta
materna, constitui fator ambiental nutricional capaz de promover alteragfes funcionais
(e estruturais) no organismo em desenvolvimento, que se tornam permanentes,
programando o individuo para o desenvolvimento, em longo prazo, de desordens

metabdlicas.
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2.4 Distribuicdo da gordura corporal e resisténcia a insulina

2.4.1  Obesidade e tecido adiposo

A obesidade e o sobrepeso tornaram-se prioridade global na area da saude, pois
é crescente 0 nimero de pessoas que se encontram nestas condi¢cdes (SLIVKOFF-
CLARK; JAMES; MANO, 2012). O indice de Massa Corporal (IMC), representado
pela relacdo entre a massa corporal, em quilogramas (kg), e a estatura, em metros ao
quadrado, é o indicador mais amplamente utilizado para a caracterizacdo da obesidade
entre individuos ndo atletas. Valores iguais ou superiores a 25 kg/m? apontam para
algum grau de excesso de peso, enquanto valores superiores a 30 kg/m? s&o
considerados indicativos de obesidade (WHO, 2004). Segundo a OMS, no ano de 2008,
mais de 1,4 bilhdo de adultos, com idade acima de 20 anos, se encontravam acima do
peso. Entre os obesos, mais de 200 milhdes eram homens e cerca de 300 milhdes,
mulheres. Além disso, em 2011, mais de 40 milhdes de criancas menores de cinco anos
também se encontravam acima do peso (WHO, 2013).

A obesidade resulta do balan¢o inadequado entre a ingestdo e o gasto
energético e sua etiologia é complexa e multifatorial, envolvendo a interacdo de fatores
genéticos, ambientais, emocionais e relacionados ao estilo de vida (HILL; PETERS,
1998; RANKINEN et al., 2006; GODOY-MATOS et al., 2009). Este disturbio aumenta
significativamente o risco para o desenvolvimento de DM2, hipertensdo arterial
sistémica, doenca arterial coronariana, infarto agudo do miocardio, doenca hepatica
gordurosa ndo alcodlica, deméncia, apneia obstrutiva do sono e diversos tipos de cancer
(BLUHER, 2013). Pela primeira vez, foi reportado declinio significativo na expectativa
de vida até 2020, como consequéncia das comorbidades associadas a obesidade,
principalmente a aterosclerose, DM2 e cancer (OLSHANSKY et al., 2005; WHO,
2007). Tem sido descrito que diferencas individuais na composigdo corporal,
distribuicdo e fungédo do tecido adiposo podem contribuir de formas distintas na génese
das comorbidades associadas a obesidade (MULLER et al., 2012).

O tecido adiposo humano € classificado em tecido adiposo marrom, com
atividade termogénica, e tecido adiposo branco, que possui fungdes mais abrangentes do
que simplesmente armazenar gordura (DULLOO et al., 2010). Além de conferir ao

organismo protecdo mecénica e isolamento térmico, o tecido adiposo branco apresenta
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importante funcdo nos processos metabdlicos e fisiologicos, ja que produz substancias
com acdes enddcrinas, paracrinas e autdcrinas, denominadas adipocinas. Dentre estas,
se incluem a leptina, a adiponectina, interleucinas, resistina, TNF-a e o ativador de
plasminogénio-1 (PAI-1) (FONSECA-ALANIZ et al., 2007). Este tecido é constituido
por diferentes tipos de células, tais como fibroblastos, pré-adipdcitos, adipocitos
maduros e macrdfagos e possui localizagdo tanto visceral, quanto subcutanea
(SANCHEZ-MUNOZ et al., 2005).

A hipertrofia dos adipdcitos localizados na regido visceral é intensamente
influenciada pela dieta e esta relacionada a maior suceptibilidade de desenvolvimento
das doencas associadas a obesidade, como a RI (DONOHOE; DOYLE; REYNOLDS,
2011; PATEL; ABATE, 2013). Por outro lado, os depoésitos subcutaneos sao menos
ativos metabolicamente, embora secretem mais leptina e adiponectina e menos AGL. O
aumento do estoque de lipidios neste compartimento esta associado a hiperleptinemia e
resisténcia a acdo central desta adipocina, o que torna o individuo mais susceptivel ao
ganho de massa corporal (SMITH et al., 2001).

O tecido adiposo inicia seu desenvolvimento no utero, sendo os adipécitos
originados de células-tronco, com potencial para se tornar tecido adiposo marrom ou
branco (SMAS; SUL, 1995). Apds o nascimento, ocorre rapida expansdo do tecido
adiposo, como resultado do aumento do tamanho e do nimero de células. O nimero de
adipdcitos pode variar em funcdo de alteracbes no complexo mecanismo de proliferacdo
e diferenciacdo do pré-adipécito em adipocito maduro (FONSECA-ALANIZ et al.,
2006), denominado adipogénese. Este processo € reconhecidamente sensivel ao
ambiente nutricional materno durante as fases de (gestacdo e lactagédo
(MUHLHAUSLER; SMITH, 2009). Ha referéncias acerca do fato de que, na vida
adulta, a taxa de proliferacdo de adipdcitos é reduzida, reforcando a ideia de que os
periodos pré e pds-natal sdo cruciais para o desenvolvimento e formacdo do tecido
adiposo (STRAWFORD et al., 2004; SPALDING et al., 2008).

Tem sido relatado que o excesso ou a restricdo alimentar, durante os periodos
criticos de desenvolvimento, sdo responsaveis por maior adipogénese, assim como pela
maior capacidade de armazenamento lipidico ou lipogénese (FERNANDEZ-TWINN et
al., 2005, MUHLHAUSLER; DUFFIELD; MCMILLEN, 2007). Adipdcitos
hipertroficos e hiperplasicos apresentam menor densidade de receptores de insulina e

elevada densidade de receptores beta-3 adrenérgicos, aumentando a taxa de lipolise e
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favorecendo a liberacdo de AGL que, como consequéncia, provocam aumento na
producdo de radicais livres oxigénio-derivados, inducdo de RI, sinergismo na acéo de
IL-6 e TNF-o assim como indugdo de apoptose em células beta pancreaticas adultas
(COTTRELL; OZANNE, 2008). Juntos, estes efeitos sdo categorizados como
lipotoxicidade, que € responsavel por lesbes anatbmicas e funcionais em diferentes
linhagens celulares. A disfuncdo do tecido adiposo, bem como a lipotoxicidade,
provocadas pela obesidade, constituem processos que explicam o estado pro-
inflamatdrio e a RI caracteristica do organismo nesta condicdo (DENG; SCHERER,
2010; KLUTH et al., 2011).

2.4.2  Resisténcia a insulina induzida pela obesidade

Glicemia de jejum alterada e tolerancia a glicose diminuida séo referidas como
estagio de pré-diabetes, e constituem fatores de risco para o desenvolvimento de DM2 e
DCV (EEG-OLOFSSON et al., 2009).

A insulina é um hormdnio com acdo periférica anabodlica, responsavel por
inimeras fungdes como, aumento da captacdo de glicose, principalmente no masculo e
tecido adiposo; estimulo a sintese de proteinas, acidos graxos e glicogénio; inibicdo da
producdo hepatica de glicose e inibicdo da lipolise e da protedlise. Adicionalmente, o
hormbnio atua no transporte de ions e aminoacidos, na proliferacdo e diferenciacdo
celulares e na sintese endotelial de 6xido nitrico (ZECCHIN; CARVALHEIRA; SAAD,
2004).

A acdo deste horménio é iniciada com a sua ligacdo ao receptor de insulina
(IR), uma proteina heterotetramérica, com atividade quinase, composta por duas
subunidades o e duas subunidades P, localizada na membrana celular. A ligacdo
extracelular com a subunidade o transmite um sinal através da membrana plasmatica
que ativa o dominio da tirosina quinase da subunidade . O receptor, em seguida, sofre
uma serie de reacOes intramoleculares de fosforilacdo, em que uma subunidade 3
fosforila outra adjacente, em multiplos residuos especificos de tirosina, aumentando,
ainda mais, sua atividade (PESSIN; SALTIEL, 2000).

Apos a ativacdo do IR ocorre a fosforilagdo, também nos residuos de tirosina,
presentes em varios substratos proteicos intracelulares, incluindo membros da familia

dos substratos do IR (IRS1, 2, 3, 4), isoformas da proteina adaptadora Shc, membros da
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familia SIRP (signal regulatory protein), Gab-1, Cbl, e APS. A fosforilacdo da tirosina
das proteinas IRS cria sitios de reconhecimento para moléculas contendo dominios com
homologia para Src 2 (SH2, src homology 2), incluindo a PI3 — quinase (enzima
fosfatidil inositol 3, PI3K) (WATSON; PESSIN, 2001). Estudos realizados com
camundongos knockout para IRS-1 e IRS-2 mostraram que na auséncia de expresséo do
IRS1 ocorre discreta Rl (ARAKI et al., 1994; TAMEMOTO et al., 1994). Por outro
lado, quando o gene IRS2 ndo é expresso, observa-se Rl e DM2 (WITHERS et al.,
1998).

A PI3K é essencial para a translocacdo do GLUT4 (glucose transporter 4)
apresentando, portanto, extrema importancia no transporte de glicose mediado por
insulina. Esta proteina possui acdo serina/quinase, interagindo com outras moléculas
sinalizadoras como a serina/treonina quinase Akt, também conhecida como proteina
quinase B (PKB). A ativacdo da Akt/PKB resulta no aumento do transporte de glicose e
localizagdo permanente do GLUT4 na membrana plasmatica. Em paralelo a ativacdo da
PI3K, a insulina estimula a via CAP/Cbl que também contribui para o transporte de
glicose, via receptor especifico, assim como a cascata da MAPK (mitogen-activated
protein kinase), envolvida na proliferacdo e diferenciacdo celular (BAUMANN et al.,

2000). A Figura 5 ilustra a via de sinalizacdo da insulina.
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Figura 5 - O receptor de insulina quando ativado promove a fosforilagdo de residuos de tirosina de
varios substratos proteicos, como do IRS, Shc e Cbl, resultando na ativagdo de vias de sinalizagdo
intracelular como PI3K, cascata da MAPK e CAP/Cbl.

Fonte: (ZECCHIN; CARVALHEIRA; SAAD, 2004, adaptado).

A resisténcia a insulina se caracteriza por alteracbes nos mecanismos de
sinalizacdo deste hormoénio, merecendo destaque: a reducdo da concentracdo e ativagédo
do IR, modificacbes na fosforilagdo do IRS-1 e 2 bem como na atividade das enzimas
intracelulares e, ainda, a deficiéncia na ativacdo da PI3K, com consequente alteracdo na
translocacdo do GLUT4, prejudicando a homeostase glicémica (PETERSEN;
SHULMAN, 2006). Com isto as concentracdes hormonais se elevam a fim de manter a
adequada glicemia bem como permitir a utilizacdo suficiente de glicose pelos tecidos
periféricos, incluindo o adiposo, musculo e figado (WANG; GOALSTONE;
DRAZNIN, 2004).

Conforme ja salientado, a obesidade esta relacionada ao desenvolvimento de
RI, e dois mecanismos sdo implicados neste processo: a liberacdo de AGL, por lipolise,
e a producdo de adipocinas pelos adipécitos. O acimulo de gordura visceral promove
maior liberacdo de AGL para a circulacdo. Estes AG véo favorecer a inibigéo, tanto da
captacdo e oxidacdo da glicose, quanto da sintese de glicogénio, alem de estimular a
sintese hepatica de glicose e, até mesmo, reduzir a secrecdo de insulina, por induzir a
disfunc¢ao das células B- pancredticas (BERGMAN; ADER, 2000). O mecanismo para
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elucidar o papel dos AGL na RI foi inicialmente proposto por Randle et al. (1963).
Segundo estes autores, AGL promovem aumento das razdes acetii CoA/CoA e
NADH/NAD" que, por sua vez, leva a inativacio da enzima piruvato desidrogenase,
aumentando as concentracfes intracelulares de citrato e inibindo a fosfofrutoquinase,
enzima chave na via glicolitica. Desta forma, ocorre aumento da glicose-6-fosfato, com
consequente inibi¢do da atividade da hexoquinase I, resultando em elevagdo dos teores
intracelulares de glicose e reducdo da captagdo plasmatica via GLUTA4.
Alternativamente, também foi sugerido ocorrer inativacdo dos receptores de insulina, ja
que as AGL circulantes reduzem a fosforilacdo insulino-estimulada do IRS-1 na tirosina
e, consequentemente, da PI3K, inibindo a translocacdo do GLUT4, o que leva & menor
captacdo de glicose (SHULMAN, 2000).

Considerando a implicacdo das citocinas liberadas pelo tecido adiposo em
processos relacionados a RI, cabe salientar que a obesidade tem sido considerada um
processo inflamatdério crénico de baixa intensidade (FLORES; BARQUERA;
CARRION, 2006). Neste sentido, ja foi descrito que a liberacdo de TNF-o, IL-1p e IL-6
promove fosforilacdo inibitdria de residuos de serina da proteina IRS-1, por meio da
acao de quinases, desencadeando a Rl (TAUBES, 2009).

Adicionalmente, outras adipocinas exercem papel importante no
desenvolvimento da RI. A leptina atua no sistema nervoso central, promovendo inibigdo
da ingestdo alimentar e aumento no gasto energético (HALAAS; FRIEDMAN, 1997).
Seus efeitos também se estendem ao metabolismo lipidico, na medida em que promove
aumento da oxidacdo lipidica no masculo esquelético e no figado e reduz a sintese de
TAG. A RI, portanto, pode ser decorrente, entre outros fatores, de estados de deficiéncia
ou resisténcia a leptina (ASILMAZ et al., 2004). De outro modo, a adiponectina é
responsavel pelo aumento da sensibilidade a insulina. Sabe-se que o acimulo de
gordura visceral esta envolvido na diminuicdo da secrecdo desta adipocina, 0 que
explicaria seu papel na Rl (MUHLHAUSLER; SMITH, 2009).



45

3  HIPOTESE

A nutricio materna, durante os periodos criticos de desenvolvimento, é
determinante para o risco de alteracdes metabodlicas e funcionais, estabelecidas no
organismo do feto e/ou neonato, que podem se tornar permanentes. Acidos graxos
disponibilizados pela mée, durante a vida intrauterina, e por meio da secrec¢éo lactea, no
periodo de amamentacdo, podem modular, de maneira distinta, processos celulares
capazes de produzir modificacbes metabdlicas na vida adulta. J& foram descritos
prejuizos decorrentes do consumo de gordura parcialmente hidrogenada, rica em acidos
graxos trans, durante esta fase critica de desenvolvimento. Neste estudo, com
camundongos C57BL/6, testamos a hipotese de que o consumo, durante a gestacao e
lactacdo, de dietas normolipidicas, contendo gordura vegetal parcialmente hidrogenada
ou as fontes lipidicas alternativas (gordura interesterificada ou 6leo de palma), que vém
sendo utilizadas em grande escala pela industria alimenticia, pode programar a prole
para alteraces na adiposidade, homeostase glicémica e sensibilidade & insulina na vida
adulta.
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4.  OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar a repercusséo sobre a adiposidade, homeostase glicémica e sensibilidade
periférica a insulina, na prole adulta de camundongos C57BL/6 que receberam, durante
a gestacdo e lactacdo, dietas isoenergéticas e normolipidicas, contendo gordura
interesterificada, gordura vegetal parcialmente hidrogenada, 6leo de palma ou 6leo de

soja (grupo controle).

4.2 Objetivos especificos

Em camundongas C57BL/6 que consumiram gordura interesterificada, gordura
vegetal parcialmente hidrogenada, 6leo de palma ou 6leo de soja (grupo controle),
durante a gestacdo e lactacdo, avaliar:

i. A evolucdo da massa corporal e do consumo de racao.

Na prole (machos) destes animais, realizar caracterizacdo metabdlica, avaliando:
ii. A evolucdo da massa corporal, desde o nascimento, até os 3 meses de vida;
iii. O consumo de racdo, desde o desmame, até os 3 meses de vida;

E ainda, aos 3 meses de vida:

iv. A adiposidade, in vivo;

v. A morfometria de adipécitos no tecido adiposo epididimal e inguinal,

vi. A glicemia e insulinemia de jejum;

vii. A sensibilidade periférica a insulina;

viii. O perfil de &cidos graxos incorporados nos lipidios totais dos tecidos

adiposos epididimal e inguinal, figado e plasma.
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5.  MATERIAIS E METODOS

5.1 Aspectos éticos

Este trabalho foi realizado de acordo com as normas do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal e recebeu aprovagio da Comissdo de Etica no Uso de Animais
do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Rio de Janeiro, sob o
numero de referéncia INJC011 (ANEXO A).

5.2 Animais e condic¢Oes experimentais

Foram utilizados camundongos C57BL/6, com cerca de dois meses de vida,
provenientes do Centro de Criagdes de Animais de Laboratério da Fundacdo Oswaldo
Cruz (FIOCRUZ), mantidos no biotério do Laboratério de Bioguimica Nutricional
(LBgN) do Instituto de Nutricdo Josué de Castro (INJC) da UFRJ, em condicdes
controladas de temperatura (24 + 1°C), ciclo de luminosidade (12h claro e 12h escuro) e
livre acesso a racdo (Nuvilab®) e a &gua. Aos trés meses de idade as fémeas
acasalaram, na proporcao de trés fémeas para um macho. Apds deteccdo de provavel
prenhez, caracterizada pela presenca de plug vaginal, as fémeas foram internadas em
gaiolas individuais e aleatoriamente distribuidas em quatro grupos experimentais, cujas
designac0es especificas, descritas a seguir, dizem respeito a racdo manipulada a base de
caseina, isoenergética e normolipidica, contendo diferentes bases lipidicas, que

passaram a consumir, durante toda a gestacdo e a lactacao:

Grupo Controle (GC), constituido por animais que receberam dieta contendo 7% de
oleo de soja;

Grupo Gordura Vegetal Parcialmente Hidrogenada (GT), constituido por animais
que receberam dieta contendo 6% de GVPH e 1% de 6leo de soja;

Grupo Oleo de Palma (GP), constituido por animais que receberam dieta contendo 5%
de OP refinado e 2% de 6leo de soja;

Grupo Gordura Interesterificada (Gl), constituido por animais que receberam dieta

contendo 5% de gordura interesterificada e 2% de 6leo de soja;
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Trés dias apds o parto, as ninhadas foram ajustadas para seis/oito filhotes por
cada mae para garantir o desempenho lactotréfico. O desmame foi realizado aos 21 dias,
quando os filhotes machos foram separados de suas mées e agrupados em gaiolas
coletivas, mantendo designacdo correspondente aos respectivos grupos maternos,
passando a receber, até os 60 dias de vida, racdo manipulada a base de caseina,
contendo 7% de Oleo de soja, conforme preconizado para o crescimento (Soja G) pelo
American Institute of Nutrition (AIN-93) descrito por Reeves et al. (1993). A partir dos
60 dias de vida, e até os trés meses de idade, quando foram realizados os experimentos,
0s animais receberam racdo manipulada de manutencdo (Soja M), contendo 4% de 6leo
de soja, conforme recomendado para animais adultos (REEVES et al., 1993). O acesso
as racOes e agua permaneceu ad libitum ao longo de todo o periodo experimental.

Na Figura 6 esta representado, esquematicamente, o delineamento do estudo

realizado.

SOJA G SOJAM
AL It I
' & Y = Y D Y
Gestacao Lactacao
21 dias 21 dias 39 dias 40+10 dias

Figura 6 - Delineamento experimental

Os resultados referentes as andlises de glicemia, insulinemia, contetdo de
acidos graxos nos tecidos adiposos e hepéatico, tomografia computadorizada e
morfometria dos tecidos adiposos epididimal e inguinal, referem-se ao pool de dois

animais de cada grupo.
5.3 Elaboracéo das ragdes manipuladas

Todas as ragdes foram confeccionadas no LBgN e, conforme mencionado na

secdo anterior, de acordo com as recomendacdes do American Institute of Nutrition
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(REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993), com modificacdes na fonte lipidica, exceto para
a ragdo controle (GC). A adicdo do 6leo de soja as ra¢es GT, GP e Gl foi destinada a
prevenir a deficiéncia de acidos graxos essenciais (Tabelas 1 e 2).

Tabela 1 — Composicdo das ragfes manipuladas, oferecidas aos diferentes grupos
experimentais, durante os periodos de gestacdo e lactacdo, e até os 60 dias de vida (Soja
G), segundo as recomendagbes da AIN-93, com modificacbes na fonte lipidica para
GT,GPe Gl

Ingredientes (g/kg) racdo GC (SojaG)  racdo GT racdo GP racao Gl

Amido 397,49 397,49 397,49 397,49
Caseina 200 200 200 200
Dextrina 132 132 132 132
Sacarose 100 100 100 100
Celulose 50 50 50 50
Bitartarato de colina 2,50 2,50 2,50 2,50
L-cistina 3 3 3 3
Mix de minerais G* 35 35 35 35
Mix de vitaminas? 10 10 10 10
BHT 0,014 0,014 0,014 0,014
Oleo de soja 70 10 20 20
Gordura

parcialmente - 60 - -
hidrogenada

Oleo de palma - - 50 -
Gordura i i i 50
interesterificada

Valor energetico 3950 3950 3950 3950

(Kcal/kg)

BHT: Butilidroxitolueno; GC = Grupo Controle, GT= Grupo gordura parcialmente hidrogenada, GP = Grupo
palma e Gl= Grupo gordura interesterificada. *Mix de minerais G (mg/Kg dieta): calcio 5000,0; fdsforo
1561,0; potassio 3600,0; enxofre 300,0; sddio 1019,0; cloro 1571,0; magnésio 507,0; ferro 35,0; zinco 30,0;
magnésio 10,0; cobre 6,0; iodo 0,2; molibidénio 0,15; selénio 0,15; silicio 5,0; cromo 1,0; fluoreto 1,0; niquel
0,5; boro 0,5; litio 0,1; vanadio 0,1 (AIN 93G); 2Mix de vitaminas (U/Kg dieta): acido nicotinico 30mg;
pantotenato 15mg; piridoxina 6mg; tiamina 5mg; riboflavina 6mg; acido félico 2mg; vitamina K 750pug; D-
biotina 200pg; vitamina B-12 25ug; vitamina A 4000 UI; vitamina D3 1000UI; vitamina E 75UI (AIN 93).
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Tabela 2 - Composi¢do da racdo manipulada de manutengédo (Soja
M), oferecida a todos os grupos experimentais, apos os 60 dias de

vida, (g/kg)

Ingredientes (g/kg) racdo Soja M
Amido 465,69
Caseina 140
Dextrina 155
Sacarose 100
Celulose 50
Bitartarato de colina 2,50
L-cistina 2
Mix de minerais M* 35
Mix de vitaminas? 10
BHT 0,008
Oleo de soja 40
Valor energético (Kcal/kg) 3800

BHT: Butilhidroxitolueno; *Mix de minerais M (mg/Kg dieta): céalcio 5000,0;
fésforo 1992,0; potassio 3600,0; enxofre 300,0; sédio 1019,0; cloro 1571,0;
magnésio 507,0; ferro 35,0; zinco 30,0; magnésio 10,0; cobre 6,0; iodo 0,2;
molibidénio 0,15; selénio 0,15; silicio 5,0; cromo 1,0; fluoreto 1,0; niquel 0,5; boro
0,5; litio 0,1; vanadio 0,1 (AIN 93M). 2Mix de vitaminas (U/Kg dieta): &cido
nicotinico 30mg; pantotenato 15mg; piridoxina 6mg; tiamina 5mg; riboflavina
6mg; acido folico 2mg; vitamina K 750pg; D-biotina 200png; vitamina B-12 25pug;
vitamina A 4000 UI; vitamina D3 1000Ul; vitamina E 75Ul (AIN 93).

Os ingredientes utilizados na confeccdo das racOes experimentais foram
adquiridos da Empresa Prag Solucbes, exceto as gorduras interesterificada e
parcialmente hidrogenada assim como o 6leo de palma, que foram doados pela Empresa
Triangulo Alimentos Ltda, e o 6leo de soja Lisa®, que foi adquirido em mercado local.

De acordo com a empresa fornecedora, na fabricacdo da GVVPH foi utilizado o
6leo de soja e, na da gordura interesterificada, uma mistura de quatro diferentes tipos de

lipidios, conforme apresentado no Quadro 2.

Quadro 2 - Composigéo lipidica da gordura interesterificada.
Matéria Prima %
Oleo de palmiste 2,5
Estearina de palma 45
Oleo de soja 45
Gordura totalmente hidrogenada 7,5

Fonte: Industria Tridngulo Alimentos Ltda
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Apols pesagem, as matérias-primas foram transferidas para uma batedeira
planetaria 12L (Gastromag, Brasil), sob agitacdo constante, obedecendo a seguinte
sequéncia de adicdo dos ingredientes: amido, caseina, dextrina, sacarose, celulose,
bitartarato de colina, L-cistina, mistura de minerais, mistura de vitaminas, antioxidante
BHT e, por fim, o 6leo ou gordura (de acordo com a racdo experimental especifica). A
homogeneizacdo prosseguiu até a completa mistura de todos os ingredientes.
Posteriormente, ainda sob agitacdo, foi acrescentada agua a temperatura de + 60 °C,
gradativamente, até formar uma massa com textura lisa que foi peletizada. Os pellets
obtidos foram armazenados em sacos Ziploc®, onde foi introduzido gas nitrogénio a
fim de evitar a oxidacdo dos &cidos graxos. As racdes foram entdo armazenadas em

freezer — 20 °C, sendo oferecidas em porc¢des diarias aos animais.

5.4 Determinacdo do perfil de acidos graxos das ragdes experimentais

5.4.1 Extracao de lipidios, saponificacdo e metilacdo de acidos graxos

Os teores relativos de acidos graxos dos lipidios totais em amostras das racoes
experimentais oferecidas aos animais foram determinados por cromatografia gas-
liquido, utilizando equipamento Agilent Technologies 7890A CG System, equipado
com detector de chama ionizavel (FID), acoplado ao software EZChrom Elite CDS
(Agilent Technologies, Inc., CA, USA).

A extracdo de lipidios, saponificacdo e metilacdo dos AG foi realizada por
metilacdo direta alcalina conforme método (Ce 2b-11) descrito por AOCS (2011).

Aliquotas de 1g de amostras de cada racdo experimental, pesadas em balanca
digital analitica SHIMADZU, modelo AUY 220, foram transferidas para tubos Pirex® e
homogeneizadas em 5 mL de NaOH/metanol 0,5 M com o auxilio de bastdes de vidro.
Posteriormente foi adicionado 1mL de padréo interno (C13:0 em hexano; 5,0 mg/mL)
sofrendo aquecimento a 100 °C por 15 minutos. Apds este periodo, os tubos foram
imediata e parcialmente imersos em gelo por aproximadamente 5 minutos e receberam 5
mL de trifluoreto de boro 14 %/metanol sob leve agitacdo, aquecidos a mesma

temperatura anterior, por 2 minutos, e novamente resfriados em gelo. Em seguida,
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foram adicionados 3 mL de NaCL saturado e 4 mL de hexano a cada tubo, sob agitacéo
suave. Os tubos foram mantidos em repouso por 30 minutos para a separacgdo das fases.
Os eésteres metilicos formados na parte superior do tubo foram filtrados e
coletados em vials de 1 mL, proprios para amostrador automatico de cromatografo a
gas, contendo 50 mg de sulfato de sodio anidro, e estocados em freezer -20 °C para

posterior analise do perfil de acidos graxos.

5.4.2 Cromatografia gasosa

Os ésteres metilicos foram separados em coluna capilar de silica fundida SP-
2560 de bis-cianopropil polisiloxano (Supelco Inc., PA, USA) com 100 m x 0,25 um x
0,2 um de diametro interno, cuja programacao de temperatura da coluna foi estabelecida
para 100°C, com taxa de aumento de 3°C/minuto alcangcando a temperatura de 140°C. A
taxa de aumento da temperatura foi de 0,5°C/minuto até alcancar 170°C, sendo depois
de 3,2°C/minuto até 220°C, permanecendo nesta temperatura por 35 minutos. As
temperaturas do injetor e detector foram de 250°C. Os fluxos de gases (Linde Gases, RJ,
BR) foram de 0,75 mL/minuto para o gas de arraste (hidrogénio); 25 mL/minuto para o
gas auxiliar (nitrogénio); 30 mL/ minuto e 400 mL/ minuto para o hidrogénio e para o ar
sintético da chama, respectivamente. A razdo de divisdo da amostra (split) foi de 1/75.
As injecOes foram realizadas por meio de injetor automético e o volume de injecéo foi
de 1 uL.

Os é&cidos graxos metilados foram identificados com base na comparagdo com
0 tempo de retencdo relativo dos picos do padrédo (Nu-Chek Prep. Inc., mistura de
ésteres metilicos 463) e a quantificacdo de cada acido graxo foi realizada utilizando o
padrdo interno C13:0 (Sigma-Aldrich) como referéncia. Os valores foram expressos

como mg de AG/ g de ragdo conforme apresentado na Tabela 3.



53

Tabela 3 - Perfil de &cidos graxos (mg/g amostra) nos lipidios totais das racGes
experimentais oferecidas as fémeas no periodo de gestacao e lactacdo

Acidos Graxos GC GT GP el

MEDIA EPM MEDIA EPM MEDIA EPM MEDIA EPM

T AGS 8,56 + 0,382 1546 + 339% 2523 + 376° 16,62 + 4,27
C160 583 + 0,262 824 + 1822 20,40 £ 3,04° 13,35 £ 331 %
C180 1,93 + 0,07 ® 6,47 + 1412 353 +054° 2,41 +070°
X AGMI 13,90 + 0,32° 21,93 + 4292 22,96 + 2972 10,62 + 2512
C18:1 9c (Oleico) 11,89 + 0,612 8,26 + 1,742 21,64 + 333° 9,44 + 2582
X AGPI 2253 + 254° 433 £ 1,05° 13,00 £ 2,19 % 13,32 £ 4,26 %
L AGT 0,47 + 0,072 10,86 + 3,03° 0,38 + 0,042 0,68 + 0,182
C18:2n-6 (AL) 20,98 + 1,372 391 +079" 11,92 + 156% 12,15+ 355
C18:3 n-3 (ALA) 2,07 £ 0,172 0,34 + 0,06° 1,00 + 0,13° 0,86 + 0,27°
X AGPI n-3 2,11+ 0,17° 0,35 + 0,06° 1,04 £ 0,13° 0,89 + 0,29°
X AGPI n-6 21,17 £ 1,382 413 £ 0,85° 1221 £ 160% 1232+ 360%

> AGS: somatério de 4cidos graxos saturados; X AGMI: somatério de acidos graxos
monoinsaturados; ¥ AGPI: somatorio de acidos graxos poli-insaturados; £ AGT: somatério dos acidos
graxos trans; AL: acido linoleico; ALA: &cido alfa-linolénico; ¥ AGPI n-6: somatorio de &cidos
graxos da familia n-6; ¥ AGPI n-3: somatorio de acidos graxos da familia n-3. Valores representam a
média + erro padrdo da média. (n=6/grupo). Letras diferentes na mesma linha sinalizam valores
significativamente diferentes com p < 0,05, determinado de acordo com o pdés-teste de Newman-
Keuls. GC: grupo controle; GT: grupo gordura vegetal parcialmente hidrogenada; GP: grupo 6leo de
palma e GI: grupo gordura interesterificada.

55 Avaliacdo do consumo alimentar e da massa corporal dos animais

Foi realizada avaliagdo do consumo alimentar e do ganho ponderal durante
todo o periodo experimental. O controle do consumo dietético foi realizado diariamente,
desde o inicio da gestacdo até o final do desmame, sendo calculada a média dos valores
semanais. A massa corporal total das fémeas durante os periodos de gestacéo e lactacédo
foi registrada uma vez por semana de modo a evitar excesso de manipulacdo dos
animais, uma vez que constitui fator de estresse, especialmente nos periodos referidos.
Por esta razdo, ndo foi realizada pesagem na ultima semana de gestagéo, assim como no
inicio da primeira semana de lactacdo. A massa corporal total da cria, durante a
lactacdo, também foi registrada apenas uma vez por semana, do oitavo dia até o
vigésimo primeiro (desmame).

Apos o desmame (21° dia de vida), com a transferéncia dos filhotes machos de
cada grupo experimental para gaiolas individuais, as medidas de consumo de ragéo

passaram a ser realizadas diariamente, assim como as referentes a massa corporal total.
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Todas as medidas foram tomadas no periodo da manhd, em balanca eletrénica
Bioprecisa JH2102.

5.6 Avaliacéo da adiposidade por tomografia computadorizada

Ao0s 90 dias de vida os animais passaram por tomografia computadorizada para
andlise da distribuicdo corporal dos depdsitos de tecido adiposo. Foi utilizado o
equipamento PET/SPECT/Micro-CT (Triumph, Gamma-medica ideas, Canada) (Figura
7A). Baseado no protocolo de aquisicdo helicoidal, por meio de cortes axiais de
espessura de 5 mm, colimacéo de 1,5 mm, 1 frame de 512 slices, 75 Kvp, 140 microAs,
perfazendo total de 2,13 minutos, foram realizadas medidas da espessura do tecido
adiposo intra-abdominal e intraperitoneal, na regido entre a L4 e L5, sendo selecionadas
as areas de interesse, utilizando o programa Amira versao 4.1.2, por meio da técnica de
processamento, LabelField, de acordo com a metodologia proposta por Yoshizumi et al.
(1999).

Para a realizagdo deste procedimento, os animais foram anestesiados com
Ketamina (100 mg/kg massa corporal), sedados com Xilazina (16 mg/kg massa
corporal), via intraperitoneal e, posicionados em decubito ventral na esteira do

equipamento, conforme ilustrado na Figura 7B.

Figuras 7A - Foto do equipamento utilizado. 7B - Representagdo do posicionamento do
camundongo no equipamento (Laboratério PET/SPECT/micro-CT Cenabio/UFRJ)
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5.7 Avaliacdo morfométrica de adipdécitos dos tecidos adiposos epididimal e

inguinal

5.7.1 Obtencao e processamento de amostras

Uma semana apos a realizacdo da tomografia computadorizada, 0s animais
pertencentes a cada um dos quatro grupos experimentais foram anestesiados com
Ketamina (100 mg/kg massa corporal) e sedados com Xilazina (16 mg/kg massa
corporal) e, em seguida, perfundidos com solugédo salina 0,9 % acrescida de heparina
sodica (5000 UI/L), seguida de paraformaldeido 4 % em tampéo fosfato de sédio. As
amostras dos tecidos adiposos epididimal e inguinal foram retiradas e mantidas por 15
horas em paraformaldeido 4 % em tampéo fosfato de sédio.

Seguiu-se o procedimento de desidratacdo com cinco banhos, iniciando em
alcool 70 %, seguido de alcool 95 % (1), alcool 95 % (1) e alcool absoluto (100 %), por
1 hora em cada solucéo e, alcool absoluto, overnight. No dia seguinte, os tecidos foram
incubados novamente em alcool absoluto, seguida de dois banhos em xileno, por 1 hora
cada. Posteriormente, foram realizados trés banhos em parafina por 30 minutos cada, a
60 °C. As amostras foram emblocadas, seccionadas em microtomo e coradas com
hematoxilina e eosina (PUTNAM et al., 2012).

57.2 Morfometria

As amostras dos tecidos adiposos epididimal e inguinal de cada animal foram
fotografadas em microscopio de luz, com objetiva 40 x. Trés areas randémicas de cada
amostra de tecido adiposo foram utilizadas para tratamento estatistico, considerando a
amostragem de trés animais por grupo experimental. Este procedimento foi conduzido
em colaboragdo com o Laboratorio de Imunofisiologia do Instituto de Ciéncias
Biomedicas da UFRJ. A area de cada adipocito foi mensurada em cada fotomicrografia,
excluindo-se as células incompletas das extremidades, sendo expressa em pm? O
programa IMAGE J (Image Processing and Analysis in Java) foi utilizado para
obtencdo desta medida. Para fins estatisticos, foram considerados os dados em triplicata

para cada animal de acordo com a equacédo apresentada a seguir.
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. . Area doz adipécitos em pixels®
Dados (em triplicata para cada animal)= s -
(1 pmem pixelsy®

5.8 Avaliacao da sensibilidade a insulina e homeostase glicémica

5.8.1 Teste de tolerancia intraperitoneal a glicose (TTG)

Aos 90 dias de vida, e apos periodo de jejum de 8 horas, foi realizado o TTG
mediante infusdo i.p. de solucéo de glicose (2 g/kg massa corporal). As glicemias foram
determinadas nas amostras de sangue obtidas da veia caudal, nos tempos zero (antes da
infusdo), 15, 30, 60, 90 e 120 minutos apds a infusdo, utilizando-se glicosimetro (One
Tuch-Ultra — Johnson & Johnson Medical).

As glicemias (mg/dL), em funcdo do tempo (minuto), foram plotadas em
gréafico e, para a comparagdo entre 0s quatro grupos experimentais, foi calculada a area
sob a curva (AUC, Area Under the Curve) (HEIKKINEN et al., 2007).

5.8.2  Teste de tolerancia intraperitoneal a insulina (TTI)

Aos 100 dias de vida foi realizado o TTI. Ap6s uma hora de jejum, a glicemia
basal foi determinada e, em seguida, os animais receberam infusdo i.p. de solucdo de
insulina regular (0,75 Ul/kg massa corporal). Assim como descrito para o TTG, a
glicemia basal (tempo zero) bem como as relativas aos 15, 30, 60, 90 e 120 minutos,
apos a infusdo de insulina, foram determinadas nas amostras de sangue obtidas da veia
caudal, utilizando-se glicosimetro (One Tuch-Ultra — Johnson & Johnson Medical). Do
mesmo modo, as glicemias (mg/dL), em fun¢do do tempo (minuto), foram plotadas em
grafico e, para a comparacao entre 0s quatro grupos experimentais, foi calculada a AUC
(HEIKKINEN et al., 2007).

5.8.3 Dosagem de insulina plasmatica de jejum
Aos 110 dias de vida, apdés jejum overnight, os animais foram contidos,

anestesiados com Ketamina (100 mg/kg massa corporal) e sedados com Xilazina (16

mg/kg massa corporal). O sangue foi coletado por puncdo cardiaca em tubos contendo
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EDTA 8% e centrifugado a 3500 rpm, 4°C, por 5 minutos e, posteriormente, o plasma
foi separado e armazenado a -80°C até a realizagdo de ensaio ELISA (rat/mouse insulin
ELISA kit Millipore®) para a quantificagdo das concentracgdes de insulina.

O ensaio empregado, tipo “sanduiche”, com limite de deteccédo de 0,2 ng/mL e
variacdo ideal de valores entre 0,2 e 10 ng/mL, consiste no direcionamento de um
anticorpo de captura, previamente conhecido, ao hormonio de interesse, considerado o
antigeno, ja fixado na placa de poliestireno. As determinagdes foram realizadas em
duplicata, com leitura em espectrofotometro (Modulus ™ II Microplate Multimode
Reader modelo RS232) a 450 e 590nm, conforme instrucbes do fabricante. Os

resultados foram expressos em ng/mL.
5.8.4  Indice de resisténcia a insulina HOMA-IR

A sensibilidade a insulina foi estimada por meio do modelo de avaliacdo de
resisténcia a insulina HOMA-IR, validado em ratos, conforme proposto por Cacho et al.
(2008).

HOMA-IR = [Glicemia de jejum (mg/dL) x Insulinemia de jejum (LU/mL)] / 2430

5.9  Sacrificio e coleta dos tecidos hepatico e adiposos

Aos 110 dias de vida, ap6s a coleta do sangue por puncdo cardiaca, conforme
descrito na se¢do 5.8.3, os animais tiveram o figado e os tecidos adiposos inguinal,
epididimal, retroperitoneal e mesentérico dissecados, pesados em balanca digital
SHIMADZU, modelo AUY 220 e, imediatamente, congelados a -80°C até as andlises
correspondentes.

Os valores de massa dos tecidos adiposos inguinal, epididimal, retroperitoneal e
mesentérico foram somados e, dessa forma, foi caracterizada a obesidade central. J&
para a caracterizacdo do acumulo de gordura visceral, foram somadas as massas
correspondentes aos tecidos adiposos epididimal, retroperitoneal e mesentérico
(FANTUZZI; MAZZONE, 2007)
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5.10 Determinacéo do perfil de acidos graxos do figado e dos tecidos adiposos
epididimal e inguinal

Os teores relativos de acidos graxos dos lipidios totais de amostras de figado e
dos tecidos adiposos epididimal e inguinal dos quatro grupos experimentais foram
determinados por cromatografia gas-liquido, exatamente conforme procedimentos
descritos nas secdes 5.4.1 e 5.4.2, a partir da anélise de aliquotas de 150 mg de figado e
100 mg de cada um dos tecidos adiposos, exceto que para o figado a razdo de diviséo da
amostra (split) foi de 1/25.

511 Determinacdo do perfil de acidos graxos do plasma

5.11.1 Extracao de lipidios, saponificacdo e metilacdo de acidos graxos

Na extracdo de lipidios, saponificacdo e metilacdo dos &cidos graxos
plasmaéticos, foi empregado o método, a frio, descrito por Lepage e Roy (1986),
recentemente adaptado por Zhidong et al. (2010).

Aliquotas de 25 pL de padrdo interno (C13:0 em hexano; 5,0 mg/mL) foram
transferidas para tubos Pirex® que foram evaporados em gas nitrogénio até atingir
massa constante em balanca digital analitica SHIMADZU modelo AUY220. Em
seguida foram adicionados 100 pL de plasma e 2 mL de metanol: tolueno-BHT.
Posteriormente, os tubos foram parcialmente imersos em gelo, sendo adicionados,
cuidadosamente, 100 pL de solucdo de cloreto de acetila. Os tubos foram agitados em
vortex e, em seguida, cobertos com papel aluminio e armazenados em ambiente escuro
por 24 horas, a temperatura ambiente. Apos esse periodo, foram adicionados 500 pL de
tolueno-BHT, seguido de 5 mL de solucdo de carbonato de potassio 6 %. Os tubos
foram entdo agitados em vortex por 30 segundos e levados a centrifugacdo a 2000 rpm
por 10 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, a fase superior foi transferida para
outro tubo Pirex® sendo evaporada com gas nitrogénio. Os ésteres metilicos presentes
na fase superior, anteriormente evaporada, foram ressuspendidos com a adicéo de 1 mL
de hexano sendo, posteriormente, filtrados e coletados em vials de 1 mL, proprios para
amostrador automatico de cromatografo a gas, contendo 50mg de sulfato de sodio

anidro e estocados em freezer -20°C para posterior analise do perfil de acidos graxos.
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5.11.2 Cromatografia gasosa

Os procedimentos e condic@es referentes a cromatografia gas-liquido, realizada
no equipamento Agilent Technologies 7890A CG System, destinada a separacdo dos
ésteres metilicos dos acidos graxos plasmaticos foram exatamente conforme descritos

na secdo 5.4.2, exceto que a razéo de divisdo da amostra (split) foi de 1/25.

5.12 Analises estatisticas

Todos os resultados foram apresentados como média + erro padrdo da média e,
apos a verificacdo da normalidade da distribuicdo por meio do teste de Shapiro-Wilk,
submetidos a analise de varidncia de duas vias (ANOVA) com post hoc de Newman-
Keuls para comparacdo dos quatro grupos experimentais. O nivel de significancia
adotado foi p<0,05.
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6. RESULTADOS

6.1 Consumo alimentar e massa corporal das maes durante os periodos de

gestacao e lactacéo

Na Figura 8 estdo representados os resultados relativos ao consumo alimentar
de 24 horas médio semanal, expresso em gramas de racdo/ grama de massa corporal
total, de camundongas durante o periodo de gestacdo e lactacdo. Diferencas
significativas somente foram verificadas na ultima semana da lactacdo (21° dia), quando

0s grupos GP e GI mostraram consumo mais elevado do que o do GC.
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Figura 8 — Consumo alimentar de 24 h médio semanal (g/g massa corporal total,
MCT), durante a gestagdo e lactacdo. Valores expressos como média + EPM. GC:
grupo controle, n=9; GT: grupo gordura vegetal parcialmente hidrogenada, n=10;
GP: grupo 6leo de palma, n=9 e Gl: grupo gordura interesterificada, n=12. Letras
diferentes, na mesma semana, representam diferenca significativa entre os grupos
(p<0,05).

A Figura 9 apresenta os valores relativos a massa corporal total (MCT),
expressos em gramas, verificada semanalmente, das camundongas que receberam as
racOes experimentais durante os periodos de gestacdo e lactacdo. Nao foram

identificadas diferencas significativas entre os grupos durante todo o periodo estudado.
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Figura 9 - Evolucdo da massa corporal total (MCT), expressa em gramas, das
camundongas alimentadas com diferentes fontes lipidicas durante a gestacdo e
lactagdo. Valores expressos como média =+ EPM. GC: grupo controle, n=9; GT:
grupo gordura vegetal parcialmente hidrogenada, n=10; GP: grupo dleo de palma,
n=9 e GI: grupo gordura interesterificada, n=12.0s valores estdo expressos como
média + E.P.M.

6.2 Consumo alimentar e massa corporal da prole (camundongos machos)

A média do consumo alimentar diario, dos filhotes machos pertencentes a cada
um dos quatro grupos experimentais, foi calculada ao final de cada semana de
acompanhamento p6s desmame, até os trés meses de vida dos animais. Conforme
mostra a Figura 10, algumas diferencas pontuais entre os grupos foram observadas,
entretanto, nas duas Ultimas semanas de acompanhamento, assim como na 3% e 42
semanas, nenhuma diferenca significativa foi mantida. Na 12 e 22 semanas, o0s filhotes
cujas maes consumiram dieta contendo gordura interesterificada e palma apresentaram
consumo de racdo menor (Gl: 0,34 £ 0,01g e 0,26 + 0,01 g, respectivamente; GP: 0,32 =
0,01 ge 0,24 + 0,01 g, respectivamente) que o grupo controle (GC: 0,40 + 0,02 g e 0,32
+ 0,01 g, respectivamente) e o grupo que recebeu GVPH (GT: 0,42 + 0,02 ge 0,34 +
0,02, respectivamente). Na 5% semana bem como na 72 semana, o0 consumo do grupo GP
foi menor (0,15 + 0,01 g e 0,15 £ 0,01 g, respectivamente) que o dos demais grupos (Gl:
0,20+ 0,01 ge0,22+0,01 ¢g; GT: 0,26 £ 0,02ge 0,23 £0,01 g; GC:0,22+0,01ge
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0,26 + 0,01 g, respectivamente), e ainda, o do GT, maior do que o dos grupos GC e Gl
na 52 semana. Na 6% semana, diferencas significativas somente foram identificadas entre
os grupos Gl e GT (GI: 0,24 £ 0,01 g > GT: 0,20 + 0,01 g). Ja na 82 semana, 0 consumo
do grupo GP foi menor (0,17 £ 0,01 g) do que o dos grupos Gl (GI: 0,22 £ 0,01 g) e GC
(GC: 0,21 +£0,01 g).
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Figura 10- Média semanal do consumo alimentar de 24 h dos filhotes machos (g/g
massa corporal total, MCT), que receberam ragéo controle desde o desmame até os 3
meses de vida. Valores expressos como média + EPM. GC: grupo controle, n=14;
GT: grupo gordura vegetal parcialmente hidrogenada, n=13; GP: grupo 6leo de
palma, n=12 e GI: grupo gordura interesterificada, n=23. Letras diferentes em uma
mesma semana representam diferenca significativa entre os grupos (p<0,05).

Conforme assinalado na Figura 11A ndo foram identificadas diferencas
significativas entre as MCT dos filhotes pertencentes aos distintos grupos estudados,
avaliadas semanalmente, durante o periodo em que foram amamentados. Entretanto,
ap6s o desmame, quando todos os animais passaram a receber a racdo manipulada
controle, adequada as diferentes fases de desenvolvimento (soja-G ou soja-M), 0s
grupos GP e GI mostraram valores de MCT significativamente superiores aos dos
grupos GC e GT, até a nona semana de acompanhamento. Na Gltima semana (décima),
apenas o Gl se manteve significativamente mais pesado, comparado aos demais (Figura
11B).
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Figura 11A - Evolucdo da massa corporal total (MCT), expressa em gramas, dos
filhotes machos durante a lactacdo. Valores expressos como média = EPM. GC:
grupo controle, n=9; GT: grupo gordura vegetal parcialmente hidrogenada, n=10;
GP: grupo 6leo de palma, n=9 e GI: grupo gordura interesterificada, n=12.
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Figura 11B - Evolugdo da massa corporal total (MCT), expressa em gramas, dos
filhotes machos que receberam racéo controle desde o desmame até os 3 meses de
vida. Valores expressos como média + EPM. GC: grupo controle, n=14; GT: grupo
gordura vegetal parcialmente hidrogenada, n=13; GP: grupo 6leo de palma, n=12 e
Gl: grupo gordura interesterificada, n=23. Letras diferentes na mesma semana
representam diferenca significativa entre os grupos (p<0,05).
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No entanto, quando foi calculada a variacdo da MCT (valores médios da massa
corporal de cada grupo, na décima semana apds o desmame, subtraidos dos respectivos
valores médios, correspondentes a primeira semana p6s desmame), nenhuma diferenca

significativa foi mantida entre os grupos estudados (Figura 12).

201
) a a
'G 191 I —— a
= ]
o
L= 104
o
3
o
s
e 91
-

D | ] |
GC GT GP Gl

Figura 12 - Variacdo da massa corporal total (MCT), expressa em gramas, dos
filhotes machos que receberam racdo controle desde o desmame ate os 3 meses de
vida. Valores expressos como média + EPM. GC: grupo controle, n=14; GT: grupo
gordura vegetal parcialmente hidrogenada, n=13; GP: grupo 6leo de palma, n=12 e
GI: grupo gordura interesterificada, n=23.

6.3 Avaliagdo por imagem do volume de tecido adiposo interno e externo a
cavidade abdominal e da massa dos tecidos adiposos inguinal, epididimal,

retroperitoneal e mesentérico de camundongos machos, aos trés meses de vida.

Na avaliacdo dos depdsitos de tecido adiposo dos camundongos machos, aos
trés meses de vida (90 dias), realizada por bioimagem, o grupo de animais cujas maes
consumiram dieta contendo gordura interesterificada, durante toda a gestacéo e lactacéo,
apresentou volume de gordura, localizada nas regifes interna e externa a cavidade
abdominal, assim como o correspondente ao somatorio destas medidas (gordura total),

significativamente superior ao dos demais grupos (Figura 13).
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Figura 13 - (a) Gordura interna: volume de tecido adiposo localizado no interior da
cavidade abdominal; (b) Gordura externa: volume de tecido adiposo localizado no
exterior da cavidade abdominal; (¢) Gordura total: somatério do volume interno e
externo a cavidade abdominal. Dados referentes aos camundongos machos, aos trés
meses de vida (90 dias), alimentados com ragdo controle, desde o desmame, cujas
mades consumiram dietas contendo 6leo de soja, palma, gordura vegetal parcialmente
hidrogenada ou gordura interesterificada, durante a gestagdo e lactacdo. Avaliacdo
por tomografia computadorizada. Valores expressos como média £ EPM. GC: grupo
controle, n=9; GT: grupo gordura vegetal parcialmente hidrogenada, n=9; GP: grupo
6leo de palma, n=9 e GI: grupo gordura interesterificada, n=10. Letras diferentes
representam valores significativamente diferentes (p<0,05).

A Figura 14 apresenta os valores correspondentes as massas dos tecidos
adiposos inguinal, epididimal, retroperitoneal e mesentérico dos camundongos machos,
aos trés meses de vida. Considerados todos 0s grupos estudados, enquanto os animais
GP acumularam maior quantidade de tecido adiposo inguinal, os pertencentes ao grupo
GI, acumularam mais tecido adiposo epididimal. Ndo foram identificadas diferencas
significativas entre 0s grupos no que se refere aos tecidos adiposos retroperitoneal e

mesentérico.



66

(a) (b)
0,03 0,04
0,03
= 002 [
- w
»‘5% = a g%, 002{ -2 2
® — 3
= 001 =~
0,01
0,00 y v . .
GC GT s GC GT
(c) (d)
0,008 0,015
0,006
e a e 0010
= a
82 00 : =2 T =
<5 0,004+ = <
3 o
= 2 0005
0,002
0,000 . . 0,000 . v
GC GT Gl GC GT GP Gl

Figura 14 - Massa (g/g massa corporal total, MCT) dos estoques de tecidos
adiposos: (a) TAI: Tecido adiposo inguinal; (b) TAE: Tecido adiposo epididimal; (c)
TARP: Tecido adiposo retroperitoneal; (d) TAM: Tecido adiposo mesentérico.
Dados referentes aos camundongos machos, aos trés meses de vida (110 dias)
alimentados com racdo controle, desde o desmame, cujas mées consumiram dietas
contendo 6leo de soja, palma, gordura vegetal parcialmente hidrogenada ou gordura
interesterificada, durante a gestacdo e lactacdo. Valores expressos como média +
EPM. GC: grupo controle, n=9; GT: grupo gordura vegetal parcialmente
hidrogenada, n=6; GP: grupo O6leo de palma, n=5 e GI: grupo gordura
interesterificada, n=11. Letras diferentes representam valores significativamente
diferentes (p<0,05).

Quando considerado o acumulo de gordura visceral, as diferencas entre os
grupos nao alcancaram significancia estatistica. Do mesmo modo, na avaliacdo da
obesidade central, também ndo foram identificadas diferencas significativas entre os

grupos estudados (Figura 15).
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Figura 15- (a) Massa (g/g massa corporal total, MCT) de gordura visceral
(somatdrio dos estoques dos tecidos adiposos viscerais - retroperitoneal, epididimal
e mesentérico); (b) Massa (g/g massa corporal total, MCT) relativa ao somatério dos
tecidos adiposos retroperitoneal, epididimal, mesentérico e inguinal (obesidade
central). Dados referentes aos camundongos machos, aos trés meses de vida (110
dias), alimentados com racdo controle, desde o desmame, cujas maes consumiram
dietas contendo dleo de soja, palma, gordura vegetal parcialmente hidrogenada ou
gordura interesterificada, durante a gestacdo e lactacdo. Valores expressos como
média £ EPM. GC: grupo controle, n=9; GT: grupo gordura vegetal parcialmente
hidrogenada, n=6; GP: grupo 6leo de palma, n=5 e GI: grupo gordura
interesterificada, n=11. Letras diferentes representam valores significativamente
diferentes (p<0,05).

6.4 Morfometria de adipdécitos nos tecidos adiposos epididimal e inguinal de

camundongos machos, aos 90 dias de vida

Os filhotes de maes que consumiram dieta contendo GVPH, OP ou gordura
interesterificada apresentaram, aos 90 dias de vida, adipdcitos isolados do tecido
adiposo branco da regido epididimal com éareas significativamente superiores a dos
filhotes GC. Adicionalmente, foi identificada, neste tecido, maior &rea entre 0s
adipocitos do grupo Gl, comparada a do grupo GT. Foram semelhantes as &reas

correspondentes aos animais GT e GP, assim como entre Gl e GP (Figura 16).
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Figura 16 — Histologia e morfometria do tecido adiposo epididimal. Dados
referentes aos camundongos machos, aos 90 dias de vida, alimentados com racéao
controle, desde o desmame, cujas maes consumiram dietas contendo 6leo de soja,
palma, gordura vegetal parcialmente hidrogenada ou gordura interesterificada,
durante a gestacdo e lactacdo. Area dos adipécitos medidas dentro de cada
fotomicrografia, ignorando as células incompletas nas extremidades, considerando a
barra de escala = 50 um. As avaliages foram feitas em triplicata para cada animal.
Valores expressos como média £ EPM. GC: grupo controle, n=3; GT: grupo gordura
vegetal parcialmente hidrogenada, n=3; GP: grupo dleo de palma, n=3 e Gl: grupo
gordura interesterificada, n=3. Letras diferentes representam valores
significativamente diferentes (p<0,05).

Considerada a morfometria do tecido adiposo inguinal, os filhotes de mées que
consumiram dieta contendo GVPH, OP ou gordura interesterificada também
apresentaram, aos 90 dias de vida, adipocitos isolados desse tecido com areas
significativamente superiores a dos filhotes GC, existindo também diferencas no sentido
dos maiores valores corresponderem as areas dos adipdcitos dos animais GT, seguidos
do Gl e GP (Figura 17).
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Figura 17 — Histologia e morfometria do tecido adiposo inguinal. Dados referentes
aos camundongos machos, aos 90 dias de vida, alimentados com racgdo controle,
desde o desmame, cujas maes consumiram dietas contendo dleo de soja, palma,
gordura vegetal parcialmente hidrogenada ou gordura interesterificada, durante a
gestacdo e lactacdo. Area dos adipdcitos medidas dentro de cada fotomicrografia,
ignorando as células incompletas nas extremidades, considerando a barra de escala =
50 um. As avaliagdes foram feitas em triplicata para cada animal. VValores expressos
como média £ EPM. GC: grupo controle, n=3; GT: grupo gordura vegetal
parcialmente hidrogenada, n=3; GP: grupo 6leo de palma, n=3 e GI: grupo gordura
interesterificada, n=3. Letras diferentes representam valores significativamente
diferentes (p<0,05).

6.5 Sensibilidade a insulina e homeostase glicémica de camundongos machos,

aos trés meses de vida

Para avaliar a tolerancia a glicose, ap6s sua administracao i.p., foi calculada a area

sob a curva das glicemias ao longo do tempo. Apesar dos valores mais elevados, observados
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especialmente nos animais GP e GlI, ndo foram identificadas diferencas significativas entre

0s 4 grupos experimentais (Figura 18).
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Figura 18 - (a) Curva glicémica obtida no teste de tolerancia intraperitoneal a
glicose (TTG). (b) Area sob a curva glicémica calculada no TTG. Dados referentes
aos camundongos machos, aos trés meses de vida alimentados com ragéo controle,
desde o desmame, cujas maes consumiram dietas contendo 6leo de soja, palma,
gordura vegetal parcialmente hidrogenada ou gordura interesterificada, durante a
gestacdo e lactacdo. Valores expressos como média + EPM. GC: grupo controle,
n=5; GT: grupo gordura vegetal parcialmente hidrogenada, n=6; GP: grupo 6leo de
palma, n=4 e GI: grupo gordura interesterificada, n=9.

Também foi calculada a area sob a curva das glicemias ao longo do tempo para
avaliar a tolerancia a insulina, apds administracdo i.p. de insulina. Neste teste, também
ndo foram identificadas diferencas significativas entre os 4 grupos experimentais (Figura
19).
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Figura 19 - (a) Curva glicémica obtida no teste de tolerancia intraperitoneal a
insulina (TTI). (b) Area sob a curva glicémica calculada no TTI. Dados referentes
aos camundongos machos, aos trés meses de vida, alimentados com ragdo controle,
desde o desmame, cujas mdes consumiram dietas contendo 6leo de soja, palma,
gordura vegetal parcialmente hidrogenada ou gordura interesterificada, durante a
gestacdo e lactagdo. Valores expressos como média + EPM. GC: grupo controle,
n=5; GT: grupo gordura vegetal parcialmente hidrogenada, n=5; GP: grupo 6leo de
palma, n=3 e GI: grupo gordura interesterificada, n=9.
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Valores relativos a glicemia e insulinemia de jejum bem como ao indice
HOMA-IR estdo apresentados na Tabela 4. As diferencas relativas a todos os valores,
entre todos os grupos, ndo foram significativas

Tabela 4— Concentragdes plasmaticas de glicose e insulina, de jejum e HOMA-IR dos
camundongos machos, aos 110 dias de vida

GC GT GP Gl

Glicose, mg/dL  208,7 + 22,9° 237,8+12,9° 177,0 +9,4° 223,7+16,28°
Insulina, ng/mL 0,25 +0,07° 0,20 + 0,12 0,14 +0,02* 0,19+0,08a
HOMA-IR 5,66+1,79° 568+1,79° 302+984% 576+1,89°
(valores x107)

Valores expressos como média £ EPM. GC: grupo controle, n=5; GT: grupo gordura vegetal parcialmente
hidrogenada, n=5; GP: grupo éleo de palma, n=3 e Gl: grupo gordura interesterificada, n=9.

6.6 Massa relativa aos figados de camundongos machos, excisados apés

sacrificio aos 110 dias de vida

A massa relativa (g/g de massa corporal total) dos figados dos animais, excisados
apos sacrificio aos 110 dias de vida, ndo diferiu entre todos os grupos, conforme

demonstrado na Figura 20.
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Figura 20 - Massa (g/g massa corporal total, MCT) correspondente aos figados
excisados de camundongos machos, aos 110 dias de vida, alimentados com racéo
controle, desde o desmame, cujas maes consumiram dietas contendo 6leo de soja,
palma, gordura vegetal parcialmente hidrogenada ou gordura interesterificada,
durante a gestacdo e lactagdo. Valores expressos como média + EPM. GC: grupo
controle, n=9; GT: grupo gordura vegetal parcialmente hidrogenada, n=6; GP: grupo
6leo de palma, n=5 e GI: grupo gordura interesterificada, n=11.
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6.7 Perfil de &cidos graxos nos lipidios totais do figado, plasma e tecidos

adiposos epididimal e inguinal

As concentracgdes relativas de acidos graxos identificados nos lipidios totais das
amostras de figado, obtidas dos filhotes machos aos 110 dias de vida, encontram-se
descritas na Tabela 5. Observa-se no grupo GC em comparagdo aos demais grupos
estudados, com exce¢do do grupo GP, maiores teores de C16:0. Comparando 0 grupo
GC com os demais grupos, podem ser observadas maiores concentracdes do AG oleico
e do somatorio de AGMI, do somatorio de isdmeros C16:1, C18:3 n-6, ALA, EPA e
somatério de AGPI n-6. Os grupos GT e Gl apresentaram quantidades
significativamente inferiores relativas ao somatorio de AGPI e AL, quando comparados
aos grupos GC e GP.
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Tabela 5 - Perfil de acidos graxos (mg/ g de amostra) nos lipidios totais do figado dos
filhotes machos aos 110 dias de vida.

Acidos Graxos

GC GT GP Gl

X AGS

C16:0

C180

X AGMI

C18:1 n-9 (Oleico)
C18:1 - outros

cis isomeros®
Total de transdo
ci81”

X Isdmeros C16:1
X AGPI
AGS/AGPI

X AGT

C18:2 n-6 (AL)
C18:3 n-6

C18:3 n-3 (ALA)
C20:2 n-6

C20:3 n-6
C20:3n-3

C20:4 n-6 (AA)
C20:5 n-3 (EPA)
C22:5 n-6 (DPA)
C225 n-3 (DPA)
C22:6 n-3 (DHA)
X AGPI n-3

X AGPI n-6

MEDIA EPM MEDIA EPM MEDIA EPM MEDIA EPM

23,85+ 228% 1911 £ 1442 2325+ 166° 21,86 + 186°
19,80 + 1,492 12,25 + 0,03" 16,13 + 1,59 14,30 + 0,84 °
530 £ 0,29 524 +0,12% 6,04 £ 0,33° 553 + 0,19
35,89 + 2172 21,79 + 1.89° 24,66 + 219° 22,05 + 1,46°
24,67 + 2282 14,25 + 1,49° 18,96 + 1,69 ° 14,07 + 1,59°
1,88 £ 0,172 1,99 £ 0,242 2,17 £ 0,14% 240 = 0,6°
0,06 = 0,01 0,07 £ 0,00 0,07 £ 0,02 0,06 = 0,00
4,89 + 046° 2,34 £ 025" 2,57 £ 023" 3,14 £ 0,26°
28,43 + 2 45°2 20,65 + 1,69 ° 28,82 + 151% 20,68 + 1,27°
0,93 £ 0,052 0,93 £ 0,022 0,91 £ 0,052 1,07 + 0,09 ®
0,33 £ 0,04° 0,37 £ 0,02 0,37 £ 0,01° 0,39 £ 0,03
1493 + 141° 8,38 £ 081" 13,64 + 0,73° 9,29 + 1,08°
0,47 £ 0,082 0,11 + 0,02° 0,25 + 0,02° 0,12 + 0,01°
1,33+ 0,10° 0,65 + 0,07° 0,83 £ 0,09° 0,82 +0,07°
0,10 £ 0,01° 0,11 £ 0,01° 0,07 £ 0,00 0,11 £ 0,02
0,49 + 0,032 0,53 £0,01° 0,61 +0,04° 0,64 = 0,062
0,01 £ 0,00 0,01 £ 0,00 0,01 £ 0,00 0,01 £ 0,00
590 + 0,302 540 +0,14° 577 + 0,142 527 + 0,132
0,23 £ 0,022 0,12 + 0,01° 0,17 £ 0,02° 0,15 + 0,01°
0,16 + 0,012 0,13 £ 0,01° 0,11 + 0,002 0,12 + 0,012
0,30 + 0,032 0,15 + 0,02° 0,31 + 0,042 0,16 + 0,02°
373+£0,24% 317+ 0,182 369+018° 313+0,18°
531 +044°% 4,21 + 0,242 513 + 0,23% 438 + 0,212
23,17 + 1,282 16,02 + 1,44° 20,75 + 199 * 15,84 + 1,17°

¥ AGS: somatorio de acidos graxos saturados; ¥ AGMI: somatorio de acidos graxos monoinsaturados; a:
inclui todos os isbmeros de posicdo cis do C18:1, exceto o C18:1 n-9 (oleico); b: inclui todos os isbmeros
de posic¢do trans do C18:1; XAGPI: somatorio de acidos graxos poli-insaturados; ¥ AGT: somatorio dos
cidos graxos trans; ¥ AGPI n-6: somatorio de acidos graxos da familia n-6; ¥ AGPI n-3: somatério de
acidos graxos da familia n-3; AL: &cido linoleico; ALA: acido alfa-linolénico; AA: acido araquiddnico;
DHA: acido docosahexaenoico; DPA: acido docosapentaendico; EPA: &cido eicosapentaendico. Valores
representam a média + erro padrdo da media em percentagem. Letras diferentes na mesma linha sinalizam
valores significativamente diferentes com p < 0,05, determinado de acordo com o p0s-teste de Newman-
Keuls. GC: grupo controle (n=6), GT: grupo gordura vegetal parcialmente hidrogenada (n=6), GP: grupo
6leo de palma (n=5) e GI: grupo gordura interesterificada (n=6).
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A Tabela 6 mostra os resultados referentes as concentracGes relativas de
acidos graxos identificados nos lipidios totais das amostras de plasma dos filhotes
machos aos 110 dias de vida. E possivel verificar que o somatério de AGS foi menor no
grupo GP, comparado aos valores correspondentes encontrados para os animais GC e
GI, embora o GI tenha apresentado os maiores teores do AGS 16:0. O somatorio de
AGMI foi maior no GC, comparado ao encontrado para os animais GT e GP, sendo a
quantidade de oleico menor no GP. N&o foram identificados isdmeros trans do C18:1
nos grupos GC e GP, entretanto, estavam presentes no plasma dos animais GT e GlI.
Considerados os teores relativos ao somatério de AGT, o grupo GT apresentou 0s
valores mais elevados, comparados aos dos demais grupos experimentais. Maiores
concentragdes do AGPI C18:2 n-6 (AL) foram identificadas no grupo GI, comparadas
as dos animais GT e GP. Quanto aos AGPI C20:2 n-6, C20:3 n-3, C22:4 n-6 e EPA, o
grupo GP apresentou os valores mais reduzidos e significativamente diferentes dos
demais grupos. As quantidades de AA e as relativas ao somatorio de AGPI n-6 no grupo

GI foram superiores as verificadas para os demais grupos experimentais.
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Tabela 6 - Perfil de acidos graxos (mg/ mL de amostra) nos lipidios totais do plasma
dos filhotes machos aos 110 dias de vida.

Acidos Graxos GC GT GP Gl
MEDIA EPM MEDIA EPM MEDIA EPM MEDIA EPM

T AGS 46,00 + 4502 37,72+ 319 % 30,87 + 2,39° 51,11 + 4,632
C16:0 21,41 + 267 % 16,29 + 1,632 14,98 + 0,86 2 23,70 £ 124°
C180 10,34 £ 1,12° 8,88 +1,72° 6,84 £ 051° 10,97 + 142°
¥ AGMI 3221 £ 5192 18,13 + 221 1397 +138° 25,04 £ 251 %
C18:1 9c (Oleico) 21,52 + 5452 12,07 + 1,49 % 7,39 £ 0,70° 15,02 + 1,78 ®
C18:1 - outros

L a 2,66 £ 0,59 2,05 +0,35° 1,18 £ 0,002 254 +041°
cis isbmeros
Total de trans do

b NID 0,72 £ 0,14 NID 0,52 £ 0,06

C18:1
X Isdmeros C16:1 273 £036% 2,35 £ 0,182 1,96 + 0,192 3,47 £0,38"
L AGPI 46,00 + 2 75 40,03 + 395 % 3332+ 1772 52,69 + 5,02°
AGS/AGPI 0,98 + 0,062 1,03+ 0,032 1,05+ 0,052 0,89 + 0,062
L AGT 0,45 + 0,072 1,15 + 0,23" 0,02 + 0,01°¢ 0,68 + 0,042
C18:2n-6 (AL) 19,46 + 1,74% 15,73 + 1542 1544 + 1352 23,28 + 169"
C183n-6 0,33 £ 0,05° 0,23 £ 0,052 0,15 + 0,022 0,29 + 0,042
C18:3 n-3 (ALA) 0,68 £ 0,092 0,55 + 0,022 0,42 £ 0,032 0,66 + 0,052
C202n-6 0,11 + 0,01 ® 0,15 + 0,022 0,08 £ 0,01° 0,16 + 0,012
C20:3n-6 0,82 + 0,152 1,15 + 0,19 ° 0,63 £ 0,072 1,27 £ 0,152
C203n-3 0,15 + 0,002 0,13 £ 0,002 0,00 + 0,00°¢ 0,43 + 0,08"°
C20:4 n-6 (AA) 14,87 + 2,06 % 12,76 £ 1,01 % 11,63 + 0,252 18,49 + 1,03°
C20:5 n-3 (EPA) 0,26 + 0,07 ® 0,37 £ 0,032 0,19 + 0,04° 0,42 £ 0,042
C22:4 n-6 0,11 + 0,012 0,11 + 0,012 0,00 + 0,00° 0,08 £ 0,022
C225 n-6 (DPA) 0,36 + 0,052 0,23 £ 0,02° 0,11 £ 0,01° 0,19 + 0,01°
C225 n-3 (DPA) 0,24 + 0,05 ® 0,25 + 0,04 ® 0,17 + 0,032 0,31 £ 0,03°
C22:6 n-3 (DHA) 499 + 095° 351 +0,53° 358 + 0,242 6,13 + 0,692
X AGPI n-3 7,64 +1,48° 4,87 + 0532 385+0,17° 7,73 £094%
X AGPI n-6 37,97 + 309 ® 27,98 + 2822 28,11 + 1632 44,23 + 397"

> AGS: somatorio de acidos graxos saturados; ¥ AGMI: somatorio de acidos graxos monoinsaturados; a:
inclui todos os isbmeros de posicéo cis do C18:1, exceto 0 C18:1 n-9 (oleico); b: inclui todos os isdmeros
de posicéo trans do C18:1; NID: ndo identificado; XAGPI: somatorio de acidos graxos poli-insaturados;
% AGT: somatorio dos acidos graxos trans; ¥ AGPI n-6: somatdrio de 4cidos graxos da familia n-6;
AGPI n-3: somatério de &cidos graxos da familia n-3; AL: &cido linoleico; ALA: &cido alfa-linolénico;
AA: &cido araquiddnico; DHA: &cido docosahexaendico; DPA: acido docosapentaendico; EPA: &cido
Valores representam a média + erro padrdo da média em percentagem. Letras
diferentes na mesma linha sinalizam valores significativamente diferentes com p < 0,05, determinado de
acordo com o pos-teste de Newman-Keuls. GC: grupo controle (n=6), GT: grupo gordura vegetal
parcialmente hidrogenada (n=6), GP: grupo 6leo de palma (n=5) e Gl: grupo gordura interesterificada

eicosapentaendico.

(n=6).
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Na Tabela 7 encontram-se descritos os teores relativos dos acidos graxos
presentes no tecido adiposo epididimal dos filhotes machos aos 110 dias de vida. Os
animais GT, comparados aos pertencentes ao grupo GC, apresentaram quantidades
significativamente superiores do AG estearico (C18:0). As quantidades do AG oleico e
de seus isémeros cis foram mais elevadas no grupo GT, em comparacdo ao GC,
enquanto os isdbmeros trans do C18:1, assim como o somatorio de AGT, foram
significativamente mais elevados no grupo GT, quando comparados aos demais grupos.
O grupo GT tambem apresentou quantidade elevada de C18:3 n-6 em relacdo ao GC. Os
teores relativos do AG C20:3 n-3 foram significativamente mais reduzidos nos grupos
GT e GP, comparados aos grupos GC e GI. Também foi significativamente maior a
quantidade de C22:4 n-6 do grupo GC em relacdo a dos demais grupos.
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Tabela 7 - Perfil de &cidos graxos (mg /100mg amostra) nos lipidios totais do tecido
adiposo epididimal dos filhotes machos aos 110 dias de vida

Acidos Graxos

GC GT GP Gl

X AGS

C16:0

C180

X AGMI

C18:1 9c (Oleico)
C18:1 - outros
cis isbmeros ?
Total de trans do
ci81”®

X Is6bmeros C16:1
X AGPI
AGS/AGPI

X AGT

C18:2 n-6 (AL)
C183 n-6
C18:3n-3 (ALA)
C202 n-6
C20:3n-6
C20:3n-3

C20:4 n-6 (AA)
C20:5 n-3 (EPA)
C22:4 n-6

C225 n-6 (DPA)
C225 n-3 (DPA)
C22:6 n-3 (DHA)
X AGPI n-3

X AGPI n-6

MEDIA EPM MEDIA EPM MEDIA EPM MEDIA EPM

19,97 £ 0,682 22,09 +120° 19,70 £ 0,732 2152 + 056 °
16,92 £ 0,67 ° 18,74 £ 1,052 16,68 £ 0,642 18,48 £ 0512
132 +0,11° 1,71+ 010" 1,51+ 0,07 1,52 + 0,05 %
4394 + 100 49,16 + 1,96 ° 43,09 + 177° 48,59 + 1 28°?
30,52 + 1,052 36,16 + 1,47° 32,45 + 0,60 34,75 + 0,87°
2,36 £ 0,182 3,03 £0,15° 2,74 £ 0,09 ® 321 £ 0,13°
0,11 £ 0,012 0,18 + 0,01° 0,12 £ 0,012 0,12 £ 0,002
6,56 = 0,79 % 72 +043% 6,42 £ 0,22° 7,72 £ 0,25%
2435+ 0,61° 25,18 + 0,76 ® 25,57 + 0,632 26,39 + 0,722
0,82 £ 0,04% 0,87 £ 0,02° 0,77 £ 0,04 0,82 + 0,03
0,77 £ 0,06 2 1,06 + 0,04° 0,85 + 0,032 0,90 + 0,022
22,84 £ 0,60° 2352 +0,69° 24,07 £ 0,61° 24,76 £ 0,69°
0,06 + 0,002 0,08 £ 0,00° 0,07 + 0,00 ® 0,07 + 0,00 ®
0,11 £ 0,01° 0,11 £ 0,01° 0,13 £ 0,01° 0,13 £ 0,01°
0,14 £ 0,012 0,15 + 0,012 0,14 + 0,002 0,13 £ 0,012
0,17 £ 0,02 0,20 £ 0,01 0,20 £ 0,01 0,21 £ 0,01°
0,03 £ 0,002 0,01 £ 0,00° 0,01 £ 0,00° 0,03 +£0,00?
0,36 = 0,02 0,36 = 0,02 0,31 £0,02° 0,35 +0,01°
0,03 £ 0,00° 0,04 + 0,00° 0,03 £ 0,00° 0,04 + 0,00°
0,11 + 0,002 0,08 + 0,00° 0,08 + 0,00° 0,07 £ 0,00°"
0,06 + 0,012 0,06 + 0,012 0,05 + 0,00° 0,05 + 0,00°
0,08 = 0,00 0,07 £ 0,01° 0,08 £ 0,01 0,09 = 0,00
0,16 + 0,012 0,15 + 0,012 0,15 + 0,012 0,17 £ 0,012
0,39 = 0,03 0,38 £ 0,02° 0,40 = 0,02 0,47 £ 0,02
23,74 + 0,612 24,46 + 0732 24,91 + 0,622 25,64 £ 0,70 2

¥ AGS: somatorio de acidos graxos saturados; ¥ AGMI: somatorio de acidos graxos monoinsaturados; a:
inclui todos os isbmeros de posi¢do cis do C18:1, exceto o C18:1 n-9 (oleico); b: inclui todos os isdbmeros
de posicdo trans do C18:1; £ AGPI: somatério de acidos graxos poli-insaturados; ¥ AGT: somatorio dos
acidos graxos trans; ¥ AGPI n-6: somatorio de &cidos graxos da familia n-6; X AGPI n-3: somatério de
acidos graxos da familia n-3; AL: &cido linoleico; ALA: &cido alfa-linolénico; AA: acido araquiddnico;
DHA: &cido docosahexaendico; DPA: acido docosapentaendico; EPA: &cido eicosapentaendico. Valores
representam a média + erro padrdo da media em percentagem. Letras diferentes na mesma linha sinalizam
valores significativamente diferentes com p < 0,05, determinado de acordo com o pos-teste de Newman-
Keuls. GC: grupo controle (n=6), GT: grupo gordura vegetal parcialmente hidrogenada (n=6), GP: grupo
6leo de palma (n=5) e GI: grupo gordura interesterificada (n=6).
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As concentracdes relativas de acidos graxos identificados nas amostras de tecido
adiposo inguinal, obtidas dos filhotes machos aos 110 dias de vida, encontram-se
descritas na Tabela 8. Verifica-se maior quantidade de isdbmeros cis do C18:1, assim
como do somatério de isdbmeros do C16:1, nos tecidos dos animais GI, em comparacdo
aos demais grupos. A quantidade de AGT totais foi maior em GT e GI, comparados ao
GC. Os animais Gl apresentaram maior deposito de AL no adiposo inguinal, quando
comparados aos estoques dos animais GC. Os animais Gl apresentaram, ainda, valores
significativamente mais reduzidos do AG C20:3 n-3, comparados aos demais grupos e,
comparados ao GC, valores significativamente mais elevados referentes ao total de
AGPI n-6.
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Tabela 8 - Perfil de acidos graxos (mg /100mg amostra) nos lipidios totais do tecido
adiposo inguinal dos filhotes machos aos 110 dias de vida

Acidos Graxos

GC GT GP Gl

X AGS

C16:0

C180

X AGMI

C18:1 9c (Oleico)
C18:1 - outros
cis isbmeros ?
Total de trans do
ci81”®

X Is6bmeros C16:1
X AGPI
AGS/AGPI

X AGT

C18:2 n-6 (AL)
C183 n-6
C18:3n-3 (ALA)
C202 n-6
C20:3n-6
C20:3n-3

C20:4 n-6 (AA)
C20:5 n-3 (EPA)
C22:4 n-6

C225 n-6 (DPA)
C225 n-3 (DPA)
C22:6 n-3 (DHA)
X AGPI n-3

X AGPI n-6

MEDIA EPM MEDIA EPM MEDIA EPM MEDIA EPM

18,54 + 0,89 19,7 + 0,522 17,97 £ 0,91° 18,62 + 0,49 °
15,06 £ 0,64 16,16 £ 0,422 14,79 £ 0,732 15,57 £ 0,382
1,78 £ 0,182 191 + 0,132 159 £ 0,202 146 £ 0,10°
41,6 + 2.47° 43,86 + 0,67 ° 42,95 + 110° 46,43 + 1282
30,29 + 1732 32,64 + 0,612 31,34 + 0,722 34,06 £ 0,58
2,09 0,092 245 £ 0,04° 245 £ 0,14° 2,88 £ 0,07°¢
0,13 + 0,012 0,14 + 0,012 0,14 + 0,02 0,11 £ 0,002
6,48 £ 0,612 6,33 £ 0,342 6,83 £ 0,382 8,16 + 0,19°
18,78 + 1,15° 20,23 £ 0,72° 21,07 £ 1,162 22,84 +046°
0,99 = 0,04° 0,98 + 0,05 0,86 + 0,08 0,82 + 0,03
0,66 + 0,032 0,82 £ 0,04° 0,74 £ 0,06 ® 0,84 £ 0,03°
17,57 + 1,09 ° 19,02 + 0,71 % 19,95 + 1,07 % 21,55 + 0,47°
0,05 + 0,00° 0,05 + 0,00° 0,05 + 0,00° 0,05 + 0,00°
0,13 £ 0,01° 0,11 £ 0,01° 0,13 £ 0,01° 0,13 £ 0,01°
0,12 + 0,00° 0,11 + 0,00° 0,11 + 0,00° 0,12 + 0,00°
0,13 £ 0,01° 0,13 £ 0,00 0,14 = 0,01° 0,15 + 0,00
0,03 + 0,002 0,04 + 0,002 0,04 + 0,002 0,01 £ 0,00°
0,26 = 0,02 0,25 + 0,01° 0,24 £ 0,02° 0,28 £ 0,01°
0,03 £ 0,00° 0,03 £ 0,00° 0,03 £ 0,00° 0,03 £ 0,00°
0,06 = 0,01° 0,05 + 0,00 0,05 + 0,00 0,05 = 0,00
0,04 + 0,012 0,04 £ 0,00° 0,03 £ 0,00° 0,03 £ 0,00°
0,05 + 0,00 0,04 = 0,00 0,06 = 0,00 0,06 = 0,00
0,11 + 0,01° 0,09 + 0,00 0,11 + 0,01 0,12 £ 0,012
0,35 + 0,03 0,31 £0,01° 0,34 £ 0,02° 0,36 = 0,02
18,24 + 112° 19,65 + 0,72 % 2059 +111%® 22,24 + 0,47°

¥ AGS: somatorio de acidos graxos saturados; ¥ AGMI: somatorio de acidos graxos monoinsaturados; a:
inclui todos os isbmeros de posicdo cis do C18:1, exceto o0 C18:1 n-9 (oleico); b: inclui todos os isdbmeros
de posicdo trans do C18:1; £ AGPI: somatério de acidos graxos poli-insaturados; ¥ AGT: somatorio dos
acidos graxos trans; ¥ AGPI n-6: somatorio de &cidos graxos da familia n-6; X AGPI n-3: somatério de
acidos graxos da familia n-3; AL: &cido linoleico; ALA: &cido alfa-linolénico; AA: acido araquiddnico;
DHA: &cido docosahexaendico; DPA: acido docosapentaendico; EPA: &cido eicosapentaendico. Valores
representam a média + erro padrdo da media em percentagem. Letras diferentes na mesma linha
sinalizam valores significativamente diferentes com p < 0,05, determinado de acordo com o pos-teste de
Newman-Keuls. GC: grupo controle (n=6), GT: grupo gordura vegetal parcialmente hidrogenada (n=6),
GP: grupo 6leo de palma (n=5) e Gl: grupo gordura interesterificada (n=6).
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7. DISCUSSAO

Diferentes investigacfes, conduzidas nas Ultimas décadas, tém sugerido a
existéncia de associacdo entre eventos ocorridos durante a vida intrauterina e pés-natal
imediato a etiologia das DCV e metabdlicas, como obesidade, hipertensdo arterial
sistémica e DM2, frequentemente estabelecidas na maturidade. A este respeito, tem sido
documentado efeitos sobre a saude da prole adulta de animais de experimentacao,
atribuidos ao consumo de distintas fontes dietéticas de lipidios (ALBUQUERQUE et
al., 2006; OSSO et al., 2008; PISANI et al, 2008; BISPO, 2012; PIMENTEL et al,
2011; MISAN, 2012; SARDINHA et al., 2013). Por outro lado, a industria alimenticia
vem empregando processos tecnoldgicos alternativos, destinados a substituir a
hidrogenacéo parcial de dleos e gorduras, de forma a reduzir o teor de isémeros trans
em seus produtos, ndo existindo, entretanto, massa critica acerca das consequéncias para
a saude frente a utilizacdo destes novos produtos. Neste contexto, considerando a
hipGtese da programagdo metabdlica, investigamos, no presente estudo, se 0 consumo
de fontes lipidicas substitutas da GVPH, como a gordura interesterificada e o 6leo de
palma, exclusivamente durante a gestacdo e lactacdo, foi capaz de predispor a prole
adulta de camundongos a obesidade bem como a alteracGes na homeostase glicémica e
resisténcia periférica a insulina.

As racOes manipuladas, oferecidas aos quatro grupos experimentais, somente
diferiram em termos da qualidade de seus lipidios constituintes. A analise da
distribuicdo de &cidos graxos presentes refletiu, conforme esperado, a composicdo do
lipidio utilizado na sua formulacdo. Assim, a racdo oferecida ao grupo controle,
manipulada com 6leo de soja, apresentou teores relativos ao total de AGPI n-3 e n-6
significativamente mais elevados do que o0s encontrados nas demais racdes
experimentais, em razdo das quantidades de ALA (C18:3 n-3) e AL (C18:2 n-6),
caracteristicas do 6leo de soja (REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993). Ja na racéo
consumida pelo GT foram identificadas as maiores quantidades de isdbmeros trans,
assim como os menores teores de AGPI totais, em relacdo as demais ragOes
experimentais. E sabido que no processo de hidrogenacéo parcial de 6leos e gorduras,
ocorre reducdo das insaturaches presentes na cadeia carbdnica, com consequente
aumento do indice de saturacdo e formacdo de isdmeros trans nas duplas ligagdes

remanescentes, assim, o conteddo de AGT bem como de AGS na GVPH encontra-se
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elevado (HUNTER, 2005). A racdo confeccionada com o 6leo de palma revelou os
maiores teores de AGS em sua composicao refletindo as propor¢des dos AG palmitico e
estearico, presentes no OP (AGROPALMA, 2011). Embora sem significancia
estatistica, a racdo manipulada com gordura interesterificada apresentou maiores
quantidades de AGS em comparacdo a racdo confeccionada exclusivamente com 6leo
de soja. Este resultado possivelmente se deve ao fato da gordura interesterificada conter,
em sua formulagdo, OP (palmiste e estearina de palma) e gordura totalmente
hidrogenada, ambas com elevado percentual de AGS, entretanto, sem presenca
significativa de AGT. De fato, a mistura de 6leos liquidos, como o éleo de soja, com
gordura vegetal totalmente hidrogenada, tem sido a alternativa mais utilizada pela
indUstria alimenticia para a producdo de alimentos isentos ou com baixo teor de AGT,
de modo a atender a legislacdo, estabelecendo maior apelo comercial, gerado pelos
produtos conhecidos como low trans (RIBEIRO et al., 2009).

O periodo de gestacdo compreende duas etapas metabodlicas distintas,
inicialmente anabolica, seguida da catabdlica (HERRERA et al., 2006). A primeira se
caracteriza pelo aumento da ingestéo alimentar e lipogénese, com consequente ganho de
massa corporal, em razdo, principalmente, do acimulo de tecido adiposo. De outro
modo, na fase catabdlica ocorre intensa mobilizacdo dos substratos estocados no tecido
adiposo materno, acumulado na etapa anabdlica que sdo, entdo, disponibilizados para o
feto, via transferéncia placentaria. Assim, a composi¢do dos &cidos graxos da dieta
materna € tanto determinante do perfil dos AG estocados em seu tecido adiposo, quanto
do tipo de AG que é transferido para o feto (FERNANDES et al., 2012). Durante a
lactacdo, a composicdo dos AG do leite materno também reflete a qualidade das fontes
lipidicas ingeridas pela mae, influenciando, de fato, o desenvolvimento neonatal
(TINOCO et al., 2007). Considerados estes aspectos, a presenca de AGE, como o AL e
0 ALA, nas rag0es manipuladas oferecidas aos quatro grupos experimentais,
possibilitou o crescimento adequado da prole durante a lactacdo. Esses dois AGPI e
seus derivados de cadeia longa, como o AA e o DHA, séo fundamentais para a
formacédo de novos tecidos durante o desenvolvimento fetal e pos-natal (FERNANDES
et al., 2012). Sendo assim, a formulacdo das racfes experimentais, contendo 6leo de
soja, permitiu o fornecimento suficiente desses AGE a prole, promovendo ganho de
massa corporal semelhante entre os grupos durante a lactacdo, independentemente da

fonte lipidica majoritéaria.
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Com a modificacdo da dieta ap6s o desmame, quando os filhotes pertencentes
aos 4 grupos experimentais, passaram a receber a ragdo controle, manipulada
exclusivamente com 6leo de soja como fonte lipidica, observamos eleva¢do na massa
corporal total da prole cujas mées receberam, durante a gestacdo e lactacdo, dietas a
base de 6leo de palma e gordura interesterificada. Constatamos, ainda, que nos animais
adultos, além do aumento significativo da massa corporal, quando comparados aos
grupos GC e GT, aqueles que pertenciam ao grupo GI acumularam mais tecido adiposo
epididimal, enquanto os animais GP aumentaram sua massa de tecido adiposo inguinal.

Quando analisamos as imagens obtidas por tomografia computadorizada
verificamos maior distribuicdo de tecido adiposo nos compartimentos corporais nos
animais do grupo GI. Misan (2012), utilizando o mesmo protocolo experimental do
presente estudo, encontrou que as dietas a base de OP e gordura interesterificada,
oferecidas durante a gestacdo e lactacdo, promoveram aumento de massa corporal e
adiposidade da prole adulta. E possivel que o elevado contelido de &cido palmitico
(cerca de 20% do total dos AG), presente na ragédo consumida pelos animais Gl, durante
a gestacdo e lactacdo, tenha contribuido para o acimulo de massa corporal, observado
na cria destes animais, quando adulta. Ja foi descrito ocorrer aumento da lipogénese no
tecido adiposo bem como da adiposidade em animais cujas maes foram alimentadas
com dieta a base de OP, durante a lactagdo, que foi mantida ap6s o desmame, até os 45
dias de vida (SILVA et al., 2006).

Esses resultados sugerem que a ingestdo materna de gordura interesterificada
e/ou 6leo de palma é capaz de programar a prole, metabolicamente, em relacdo a massa
corporal e que o tipo de AG, especificamente o &cido palmitico, oferecido as maes no
periodo critico de desenvolvimento, seja o principal responsavel pelo aumento da massa
corporal e adiposidade dos animais Gl na vida adulta.

A analise da morfometria de adipdcitos no tecido adiposo epididimal e inguinal
mostrou diferencas significativas entre o0s grupos. Foram observadas alteracOes
compativeis com quadro de maior adiposidade nos animais adultos dos grupos Gl e GT.
No grupo Gl observou-se aumento do tamanho dos adipdcitos localizados no tecido
adiposo epididimal e, no grupo GT, ocorreu hipertrofia de adip6citos no tecido adiposo
inguinal.

O tecido adiposo inicia sua formacdo durante a vida intrauterina, no entanto, €

durante a lactacdo que ocorre o periodo de rapida hiperplasia e hipertrofia das células
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adiposas (FONSECA-ALANIZ et al., 2006). Sabendo-se que o processo de adipogénese
é influenciado de forma importante pelo ambiente nutricional materno, durante a
gestacdo e lactacio (MUHLHAUSLER; SMITH, 2009) e, ainda, que a lactagdo em
roedores é uma etapa dinamica, no que diz respeito ao crescimento do tecido adiposo
(HAUNER et al., 2009), e possivel supor que os AGS, presentes na gordura
interesterificada e no OP, assim como os AGT, tenham sido capazes de interagir com
fatores de transcricdo, modulando, epigeneticamente, a expressdo de genes, e
promovendo alteracdes significativas nos processos de adipogénese e lipogénese
(MILAGRO et al., 2012).

Em nosso estudo também observamos, no grupo GIl, maior acimulo de tecido
adiposo na regido visceral. Tem sido reportado que a RI, em obesos, esta diretamente
relacionada a hipertrofia de adipécitos e ao acimulo excessivo de tecido adiposo na
regido visceral (DONOHOE; DOYLE; REYNOLDS, 2011). A presenca de adipdcitos
com maior volume € o principal fator contribuinte para o0 aumento no acimulo de massa
adiposa, resultando em aumentada capacidade do tecido adiposo para armazenar lipidios
(CINTI, 2005). A obesidade visceral também promove maior liberacdo de &cidos graxos
livres, devido a intensa atividade da lipase lipoproteica, o que leva ao acumulo
aumentado de AGL no figado, muasculo esquelético e pancreas. O depdsito de lipidios
no figado e no tecido muscular resulta em redugdo na atividade da insulina nestes
tecidos, com consequente aumento na liberacdo hepética de glicose e reducdo da sua
captacdo pelo musculo. No péancreas, ocorre disfuncdo nas células beta pancreéticas,
reduzindo a secrecdo de insulina. Esses fatores, em conjunto, promovem resisténcia
periférica a insulina e hiperglicemia, que pode evoluir para DM2. Além disso, o tecido
adiposo visceral secreta menor quantidade de adiponectina, o que também contribui
para a resisténcia periférica a insulina. Em contrapartida, o depdsito de tecido adiposo
na regido subcuténea, leva a menor liberagdo de AGL gerando, assim, menores
consequéncias metabolicas (MUHLHAUSLER; SMITH, 2009).

Reunidas, estas informacbes conduzem ao entendimento de que a gordura
interesterificada ndo seria boa alternativa para substituir a gordura trans, uma vez que
aumentaria o risco de alteracGes da secrecdo de adipocinas pelo tecido adiposo bem
como o risco de ocorréncia de problemas cardiovasculares, resisténcia a insulina e

obesidade.
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Entretanto, quando procedemos a andlise dos resultados relativos a avaliacdo
da homeostase glicémica (testes de tolerancia intraperitoneal a glicose e a insulina,
glicemia e insulinemia de jejum) bem como dos dados referentes ao modelo de
avaliacdo de resisténcia a insulina aplicado (HOMA-IR), ndo identificamos diferencas
significativas entre os grupos investigados. Desta forma, o consumo de diferentes fontes
lipidicas, exclusivamente durante a gestacdo e lactacdo, ndo foi capaz de alterar
pardmetros relacionados a homeostase glicémica da prole aos trés meses de idade.

A literatura tem demonstrado que a instalacdo da RI esta relacionada ao
envelhecimento, o que poderia justificar os resultados encontrados neste estudo, uma
vez que aos trés meses de idade, estes animais ainda séo jovens (ANDRADE; PINTO;
OLIVEIRA, 2002). Karakelides et al. (2010) compararam individuos jovens, eutroficos
e obesos, com idosos em ambas as condigdes. Estes autores encontraram, entre
individuos com idade avancada, associacdo negativa entre sensibilidade a insulina e
adiposidade. Gomez-Perez et al. (2011) avaliaram alteracGes na sensibilidade a insulina
relacionadas a idade e ao sexo de ratos. Os autores mostraram que ratos machos
apresentaram reducéo da sensibilidade & insulina apds os 3 meses de idade. Entretanto,
os teores de insulina e glicemia plasmaticas de jejum, assim como os valores do
HOMA-IR e dos testes de tolerancia oral a glicose, apresentaram valores
significativamente maiores em animais bem mais velhos (18 meses), quando
comparados aos mais jovens. Deste modo, estes autores concluiram que o
envelhecimento de ratos machos induz a menor tolerancia a glicose, quando
comparados aos machos mais jovens. Recentemente, Sardinha et al. (2013) avaliaram os
efeitos do consumo de dietas com diferentes perfis de AG, durante os 12 primeiros dias
de gestacdo, sobre a adiposidade e sensibilidade a insulina, na prole, ratos machos e
fémeas, quando adulta. Foram oferecidas as fémeas prenhas, dietas normolipidicas e
isoenergeticas, contendo 6leos de soja, oliva, peixe, linhaca e palma. As analises foram
conduzidas aos 4, 8 e 12 meses de vida da prole. A insulinemia de jejum sofreu
elevacdo, conforme o aumento da idade dos ratos machos pertencentes a todos os
grupos experimentais. Com 8 meses de idade os machos do grupo palma apresentaram
valores mais elevados de AUC relativos ao teste de tolerancia oral a glicose realizado.
Os machos tratados, durante a fase anabodlica da gestacdo, com racdo a base de OP,
apresentaram valores referentes a0 HOMA-IR progressivamente maiores com 0 avango
da idade.
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As evidéncias cientificas apresentadas, em confronto com os resultados obtidos
no presente estudo, sugerem a necessidade de estender o periodo experimental
originalmente delineado, de modo a viabilizar possivel identificacdo de efeitos de
natureza semelhante aos ja relatados na literatura, no que diz respeito as alteracfes na
homeostase glicémica dos animais, quando mais velhos.

Os AG podem se incorporar aos fosfolipidios de membrana e afetar diferentes
funcdes celulares e processos bioquimicos e inflamatérios (CONNOR; NEURINGER;
LIN, 1990). Sob essa oOtica, buscamos avaliar a distribuicdo dos AG nos lipidios
circulantes, bem como nos tecidos hepatico e adiposos epididimal e inguinal, dos
animais pertencentes aos quatro grupos experimentais, aos trés meses de idade.
Considerando que todos os grupos passaram a receber racdo manipulada a base de 6leo
de soja (controle), a partir do desmame, a presenca significativa dos AG predominantes
nas dietas oferecidas as suas respectivas progenitoras, durante a gestacao e lactacdo, nos
tecidos destes animais adultos, pode resultar, em longo prazo, no desenvolvimento de
sindrome metabdlica, em razdo dos efeitos atribuidos a alguns desses AG.

O conteudo de AGT no plasma dos animais do grupo GT, parece refletir os
estoques corporais referentes a ingestdo materna, durante a gestacdo e lactacdo, de
GVPH. A incorporacdo dos AGT nos tecidos adiposos epididimal e inguinal dos
animais GT esta associada aos estoques construidos durante a lactagdo e, certamente,
ndo a ingestdo apos o desmame. Também néo reflete a sintese enddgena, uma vez que
esses AG ndo sdo sintetizados por animais ndo ruminantes.

O perfil de AG do figado dos animais GT e GI reflete menor quantidade de
AGE (AL) e AGPI totais. Sabe-se que a GVPH além de influenciar o metabolismo dos
AGE, prejudicando a conversdo destes em seus AGPI-CL, também contém menor
quantidade de AGE (MARTIN et al., 2006). Além disso, a menor concentracdo de
AGPI, como ALA e EPA, presentes no tecido hepatico dos animais GT e GlI, quando
comparados ao GC, pode induzir a uma resposta inflamatdria, uma vez que, ja é
reconhecido o papel anti-inflamatério dos AGE da série n-3 (CALDER, 2006). Um
trabalho desenvolvido recentemente por Itariu et al. (2012) mostrou que o tratamento
dietético com 4&cidos graxos n-3 foi capaz de modular favoravelmente o sistema

inflamatdrio em individuos obesos ndo diabéticos.



86

Com base nos resultados aqui apresentados, podemos concluir que a alternativa
atualmente utilizada pela industria de alimentos, compreendendo a substituicdo da
gordura vegetal parcialmente hidrogenada, por Oleo de palma ou gordura
interesterificada, duas gorduras ricas em &cido palmitico, pode ndo ser a melhor,
considerando seus efeitos negativos para saude. A exposicdo a essas fontes lipidicas,
durante a gestacdo e lactagdo, foi capaz de ocasionar, na prole, alteragbes no
desenvolvimento e metabolismo do tecido adiposo, com repercussdes na idade adulta,
favorecendo o aumento da adiposidade visceral e, consequentemente, o risco de RI.
Nosso entendimento € no sentido de que a gordura rica em AGT deve, de fato, ser
reduzida na alimentacdo, devido aos seus efeitos deletérios, no entanto, pesquisas sobre
0s substitutos da GVPH permanecem exigindo investigagOes adicionais.
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8. CONCLUSAO

Em sintese, o consumo de gordura vegetal parcialmente hidrogenada, gordura
interesterificada, 6leo de palma ou 6leo de soja (grupo controle), exclusivamente durante a
gestacéo e lactacdo, produziu em camundongos C57BL/6 e sua prole (machos) aos 3 meses
de idade:

e Aumento da ingestdo alimentar das camundongas Gl e GP, ao final da lactacéo;

e Aumento da massa corporal nos filhotes GI e GP, desde o desmame até os 90 dias
de vida;

e Aumento da massa de tecido adiposo epididimal nos filhotes Gl;

e Aumento da massa de tecido adiposo inguinal nos filhotes GP;

e Aumento do volume de gordura interna, externa e total nos filhotes Gl;

e Hipertrofia de adipdcitos no tecido adiposo epididimal dos filhotes Gl;

e Hipertrofia de adipocitos no tecido adiposo inguinal dos filhotes GT;

e Diferencas nao significativas em testes de avaliacdo da homeostase glicémica e
sensibilidade a acdo periférica da insulina (TTG, TTIl, HOMA-IR) entre todos os
grupos experimentais;

e Teores mais elevados de AGT e AGPI nos lipidios circulantes de filhotes GT e Gl,
respectivamente, comparados ao grupo GC;

e Teores hepaticos mais reduzidos de AGMI e AGPI em filhotes GT e Gl,
comparados ao grupo GC,;

e Teores mais elevados de AGT nos tecidos adiposos epididimal e inguinal dos
filhotes GT, comparados ao GC.
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Considerando os resultados obtidos no presente estudo, podemos concluir que a
alternativa atualmente utilizada pela indUstria de alimentos com o objetivo de reduzir os
isbmeros trans em géneros alimenticios, disponibilizados para o consumo, pode
concorrer para o estabelecimento de agravos a saude, especialmente por ter sido o éleo
de palma e a gordura interesterificada implicados com o aumento da adiposidade
corporal. A gordura interesterificada, disponibilizada exclusivamente durante os
periodos criticos do desenvolvimento, promoveu aumento da massa corporal em razéo,
principalmente, do acimulo de massa adiposa em regido visceral, cuja relacdo com a
promocdo da RI j& estda bem estabelecida na literatura. Neste sentido, maior atencao
deve ser dirigida para a selecdo de tecnologias mais apropriadas no sentido de produzir
substitutos para os AGT ou selecionar fontes lipidicas ndo associadas a efeitos
deletérios saude. Em que pese a contribuicdo dos resultados obtidos neste estudo,

investigacOes adicionais permanecem sendo necessarias.
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