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RESUMO

O estado nutricional materno exerce influéncia determinante sobre o desenvolvimento
embriondrio e a programacao metabolica da prole. Entre os componentes dietéticos de
maior relevancia nesse contexto, os acidos graxos insaturados (PUFAs e MUFAs)
destacam-se por participarem ativamente da composi¢do de membranas, da modulacao
inflamatoéria e da sinalizagdo celular. Entretanto, o impacto de diferentes tipos e doses
desses lipidios durante a gestacdo permanece pouco elucidado, especialmente quanto a
possibilidade de efeitos deletérios decorrentes do consumo excessivo. O presente estudo
teve como objetivo investigar os efeitos da suplementagdo materna cronica com diferentes
tipos de acidos graxos (n-3, n-6 e n-9) sobre a saude materna, a fungdo placentaria, o
metabolismo fetal e o desenvolvimento pds-natal da prole de ratas Wistar. Para isso, fémeas
adultas foram suplementadas por via oral, em diferentes doses, para a determinacao da
dose de ndo seguranca desses acidos graxos. Posteriormente, foi realizada a escolha da
dose de 4 g/kg como objeto para os demais estudos. Os restantes das ratas foram
suplementadas nesta dose durante o periodo pré- gestacional e gestacional. Foram
avaliados parametros corporais e plasmdaticos maternos (perfil lipidico, glicemia e
marcadores inflamatorios), composicao do leite, marcadores oxidativos e inflamatdrios
em Uutero e placenta, além da taxa de transferéncia de glicose e palmitato radiomarcados
para o feto. O desenvolvimento corporal, motor € muscular dos filhotes foi analisado aos
21 e 60 dias pos-natais, visando identificar potenciais efeitos de programacao metabolica
e funcional. Os resultados demonstraram que a suplementa¢do com acidos graxos n-3, n-
6 ¢ n-9 modulou de maneira distinta os pardmetros fisioldgicos avaliados. As doses de ndo
seguranca dos acidos graxos induziram dislipidemia, alteracdes oxidativas e resposta
inflamatoria exacerbada, além de resisténcia a insulina, caracterizando um quadro de
sindrome metabolica durante o periodo gestacional. Além disso, foram observadas
modifica¢des na composi¢do lipidica do leite e no crescimento dos filhotes, sugerindo
influéncia direta sobre o metabolismo energético ¢ o desenvolvimento muscular pos-
natal. Conclui-se que a qualidade e a quantidade de acidos graxos consumidos durante a
gestacdo exercem papel decisivo na regulagdo de processos metabolicos € no
estabelecimento de trajetérias de desenvolvimento da prole. Esses achados reforcam a
necessidade de definir recomendagdes mais precisas sobre o consumo materno de PUFAs
e MUFAs, de modo a maximizar beneficios fisioldgicos e evitar potenciais efeitos
adversos de uma suplementacao excessiva.

Palavras-chave: Sindrome Metabolica; Programacao Fetal; DOHaD; Periodos criticos;

Primeiros 1000 dias de vida; Lipidios.



ABSTRACT

Maternal nutritional status exerts a determining influence on embryonic development and
the metabolic programming of the offspring. Among the most relevant dietary
components in this context, unsaturated fatty acids (PUFAs and MUFAs) stand out for
their active participation in membrane composition, inflammatory modulation, and
cellular signaling. However, the impact of different types and doses of these lipids during
pregnancy remains poorly elucidated, particularly regarding the potential deleterious
effects associated with excessive intake. The present study aimed to investigate the effects
of chronic maternal supplementation with different types of fatty acids (n-3, n-6, and n-
9) on maternal health, placental function, fetal metabolism, and postnatal development of
Wistar rat offspring. Adult females were orally supplemented at different doses to
determine the no-safe dose threshold for these fatty acids. Subsequently, the dose of 4
g/kg was selected for subsequent experiments. The remaining females were supplemented
at this dose during the pre-gestational and gestational periods. Maternal body and plasma
parameters (lipid profile, glycemia, and inflammatory markers), milk composition, and
oxidative and inflammatory markers in the uterus and placenta were evaluated, as well as
the placental transfer rate of radiolabeled glucose and palmitate to the fetus. Offspring
body, motor, and muscular development were assessed at postnatal days 21 and 60, to
identify potential effects of metabolic and functional programming.The results
demonstrated that supplementation with n-3, n-6, and n-9 fatty acids differentially
modulated physiological parameters. The no-safe doses of fatty acids induced
dyslipidemia, oxidative imbalance, exacerbated inflammatory response, and insulin
resistance, characterizing a metabolic syndrome-like condition during gestation. In
addition, alterations were observed in the lipid composition of milk and in offspring
growth, suggesting a direct influence on energy metabolism and postnatal muscle
development. In conclusion, the quality and quantity of fatty acids consumed during
pregnancy play a decisive role in the regulation of metabolic processes and in the
establishment of offspring developmental trajectories. These findings reinforce the need
to establish more precise recommendations for maternal intake of PUFAs and MUFAs, in
order to maximize physiological benefits and prevent potential adverse effects of
excessive supplementation.

Keywords: Metabolic Syndrome; Fetal Programming; DOHaD; Critical Periods; First
1000 Days of Life; Lipids.
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1. INTRODUCAO

Dentre os macronutrientes das dietas, os lipideos correspondem entre 25-45% da
ingesta diaria de calorias por humanos em paises ocidentais, sendo que as gorduras € os
6leos sdos suas principais fontes (Hammad; Pu; Jones, 2016; Kris-Etherton; Grieger;
Etherton, 2009). Os acidos graxos sdao hidrocarbonetos ndo ramificados que apresentam
entre 4 e 36 carbonos em suas estruturas, apresentando um radical carboxila na regiao
terminal (COOH). A cadeia carbonica pode ser constituida apenas de ligagdes simples
(saturados), uma ligagdo dupla (monoinsaturado), duas ou mais ligagdes duplas

(polinsaturados) (Jia et al., 2022; Miles; Childs; Calder, 2021a).

Acidos graxos saturados (SFA) sdo caracterizados pela auséncia de ligacdes
duplas em sua cadeia carbonica, conferindo-lhes estrutura linear e alta estabilidade
quimica (Kerner et al, 2014; Wedan; Longenecker; Nowinski, 2024). Os SFA sdo
sintetizados a partir de acetil-CoA por meio da via da lipogénese, envolvendo a enzima
acido graxo sintase (FAS), que catalisa a adi¢ao sequencial de unidades de dois carbonos
provenientes do malonil-CoA, formando inicialmente o acido palmitico (16:0). Esse
acido graxo pode sofrer elongacao adicional por elongases para formar acidos graxos
saturados de cadeia mais longa, como o acido estearico (18:0) e o 4cido araquidico (20:0),
principalmente no reticulo endoplasmatico (Kerner et al., 2014; Tomcala et al., 2020;
Tvrzicka et al., 2011; Wedan; Longenecker; Nowinski, 2024). As principais fontes
dietéticas de SFA sdo as gorduras de origem animal, 6leo de coco e palma, além de
alimentos ultraprocessados (Dogui et al., 2022; Perna; Hewlings, 2023; Rocha et al.,

2021).

Acidos graxos monoinsaturados (MUFA) sio caracterizados pela presenca de uma
unica ligacdo dupla em sua cadeia carbdnica, conferindo-lhes maior fluidez em
comparag¢do aos SFA e menor susceptibilidade a oxidagdo (Maltsev et al., 2021; Tomcala
et al, 2020). Os MUFA n-9, como o acido oleico (18:1n-9), sdo produzidos
endogenamente a partir de acidos graxos saturados, principalmente o 4cido estedrico
(18:0), por meio da agdo da enzima A9-desaturase (também chamada estearoil-CoA
desaturase, SCD1), que insere uma dupla ligagdo entre os carbonos 9 e 10. J4 os MUFA
n-7, como o acido palmitoleico (16:1n-7), sdo sintetizados a partir do acido palmitico
(16:0) pela mesma enzima desaturase, resultando em uma ligagcao dupla na posi¢ao n-7

(Green et al., 2010; Hodson; Fielding, 2013; Scanferlato et al., 2019; Tvrzicka et al.,
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2011; Wenning et al., 2019). As principais fontes dietéticas de MUFA n-9 incluem azeite
de oliva, 6leo de canola, abacate e oleaginosas, enquanto MUFA n-7 sdo encontrados em
0leo de macadamia, 6leo de sementes de ameixa e em menores quantidades em peixes e

laticinios (Agregan et al., 2022; Leone et al., 2016; Rocha et al., 2021; Steur et al., 2021).

Acidos graxos polinsaturados de cadeia longa (LC-PUFA) referem-se a acidos
graxos com duas ou mais ligagdes duplas e um comprimento de cadeia de carbono de
pelo menos 18 carbonos na estrutura molecular. As principais familias 6mega-3 (n-3) e
omega-6 (n-6), cujos nomes dependem da posi¢do do primeiro carbono insaturado no
terceiro ou no sexto carbono a partir da regido metilo terminal (Jia ef al., 2022; Miles;
Childs; Calder, 2021a). Os PUFA n-3 sao alongados e dessaturados a partir do 4acido a-
linolénico (18:3n-3), produzindo os mais relevantes biologicamente LC-PUFA n-3, 4cido
eicosapentaenoico (EPA 20:5n-3) e dcido docosahexaendico (DHA 22:6n-3). Os PUFA n-
6 sdo alongados e dessaturados a partir do 4cido linoléico (18:2n-6) produzindo o 4cido
araquidonico (20:4n-6). O dleo de peixe ¢ rico em LC-PUFA n-3 de cadeia longa e os
6leos vegetais ricos em LC-PUFA n-6 (Roccisano et al., 2019; Simopoulos, A. P., 2020;
Twining et al., 2020).

A composi¢ao dietética, a escolha e a variedade de alimentos sdo caracteristicas
notaveis em todas as sociedades humanas. Esse viés comportamental envolvido na
caracteristica da dieta das populacdes, além de fundamental para a caracterizacdo
socioecondmica e cultural, possuiu papel decisorio na conducao do processo evolutivo
dos Hominoidea (Andrews; Johnson, 2020a; Crittenden; Schnorr, 2017a; McGrosky et
al., 2019). Com a gradativa substituicdo da herbivoria pela carnivoria, observou-se o
aumento da capacidade cognitiva e da complexidade das interagdes sociais (Crittenden;
Schnorr, 2017). O processo de forrageio dos cacadores-coletores, necessitava de maior
habilidade de elaboragdo de estratégias de caga, memorizacao de rotas e pontos de coleta,
manuseio de ferramentas e dos proprios alimentos, selecionando e fixando grupos com
prevaléncia dessas caracteristicas, bem como o bipedalismo e maior capacidade cognitiva

(Crittenden; Schnorr, 2017a; Roccisano et al., 2019).

Contudo, a demanda energética basal necessdria para a manutengdo, estava
diretamente proporcional a complexidade corporal e cognitiva, for¢ando os individuos a
empregarem cada vez mais tempo em forrageio (Andrews; Johnson, 2020a; Haile; Neme;

Belachew, 2017a). Assim, as linhagens mais derivadas de Hominini apresentaram, como
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caracteristica predominantemente selecionada, reducao significativa da massa muscular
e aumento dos paniculos adiposos (Crittenden; Schnorr, 2017a; Leonard; Snodgrass;
Robertson, 2007a). Também, os grupos derivados apresentaram aumento do dominio
sobre técnicas de agricultura e pecuaria, caracteristica que estabeleceu precocemente nas
populag¢des humanas, com o predominio do consumo de graos, e por consequéncia, maior
consumo de fontes de lipidios (Crittenden; Schnorr, 2017a; Haile; Neme; Belachew,

2017a; Roccisano et al., 2019).

A composic¢ao das dietas paleoliticas ¢ estimada a partir de modelos matematicos
de ecologia (Hockett; Haws, 2003), sendo que essa dieta era caracterizada pelo baixo
consumo de fontes lipidicas, representados predominantemente pelos acidos graxos
polinsaturados (Simopoulos, 2011a, 2022; Simopoulos, A. P., 2016). Em especial, pode-
se observar a baixa razao entre acidos graxos polinsaturados démega 6 (n-6) e 6mega 3 (n-
3), algo em torno de 1:1 (Shrestha ez al., 2021; Simopoulos, A. P.; DiNicolantonio, 2016).
No entanto, a substituicdo mecanicista dos meios de produgdo apos o século XVIII
favoreceu a reducao dos custos, tempo e capital, e o aumento do volume de produgao,
ampliando o acesso aos alimentos (Biobaku et al., 2019a; Hariharan; Vellanki; Kramer,
2015a). O aumento na producao de cereais e graos, € por consequéncia, sua incorporagao
como fontes alimentares, associado ao consumo de alimentos ricos em gorduras, foi
responsavel pela elevacdo da prevaléncia dessa fonte energética (Hall ef al., 2019;
Simopoulos, A. P., 2020; Simopoulos, A. P.; DiNicolantonio, 2016). Também, a dieta de
povos mediterraneos, mesmo com consumo elevado de acidos graxos, a grande presenga
de 4cidos graxos monoinsaturados dmega 9 (n-9), mantém a razdo n-6: n-3 em torno de

3:1 (Silva; Moraes; Gongalves-De-albuquerque, 2020).

Consequentemente, buscando atingir uma propor¢ao n-6:n-3 mais equilibrada, o
aumento da ingestdo de PUFA n-3 tem sido incentivado, devido aos seus beneficios na
reducao do risco de doengas cardiovasculares e outras condigOes relacionadas a saude,
independentemente da obesidade (Simopoulos, A. P.; DiNicolantonio, 2016; Uriho et al.,
2019a). A Organiza¢ao Mundial da Satde (OMS) e outras institui¢des recomendam uma
proporcao ideal de 4:1 para n-6:n-3. No entanto, ¢ importante notar que, atualmente,
observamos proporg¢des superiores a 10:1 em paises industrializados, chegando a 15:1 no
Reino Unido e até 40:1 na India (Hammad; Pu; Jones, 2016; Simopoulos, A. P., 2016).

Portanto, o incentivo ao aumento da ingestdao de fontes ricas em PUFA n-3 emerge como
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uma estratégia fundamental para reverter as razdes elevadas e, assim, melhorar a saude

humana.

Essa alteragao no consumo de lipidios, bem como aumento na razao n-6: n-3, esta
relacionada com o aumento da incidéncia de doengas cronicas nao transmissiveis, como
disturbios metabolicos, obesidade ¢ diabetes (Rabail et al., 2021; Roccisano et al., 2019;
Silva; Moraes; Gongalves-De-albuquerque, 2020; Simopoulos, 2022; Uriho ef al., 2019a)
Nesse sentido, os efeitos das modificagdes dietéticas tem sido alvos de diversos estudos
desde a década de 1990, em especial pelo reconhecimento dos efeitos deletérios
decorrentes redugdo no consumo de n-3 (Sioen et al., 2017a). Assim, diversos estudos
buscaram estabelecer propostas de incremento dietético de n-3 pelo uso de suplementos
alimentares, fundamentalmente baseados na tentativa de alcangar a razao n-6: n-3 tida
como ideal, proximas as encontradas em populagdes e com baixa incidéncia de doengas
cardiovasculares (Simopoulos, A. P., 2020; Simopoulos, A. P.; DiNicolantonio, 2016;

Uriho et al., 2019a).

Entre os principais efeitos dos n-3 estd bem estabelecido na literatura a
capacidades destes PUFAs em modular o processo inflamatorio, o equilibrio do sistema
antioxidante e reducdo do dano oxidativo, homeostase lipidica e reducao de lesdes
causadas por quadros dislipidémicos (Calder, 2015a; Simopoulos, 2022; Simopoulos, A.
P., 2020; Uriho et al., 2019a). Também, esta estabelecida a influéncia de n-3 sobre o
correto desenvolvimento do sistema nervoso, assim, sdo considerados essenciais durante
a gestacdo e lactacao, trazendo significativos efeitos positivos (Dunlap; Heinrichs, 2009;

Sable et al., 2012).

Apesar de parecer consenso que o consumo de n-3 acarreta muitas vantagens,
alguns autores apontam que a ingestdo de n-3 em excesso pode produzir prejuizos
similares aqueles decorrente das altas concentracdes n-6 presentes nas dietas ocidentais
modernas, em especial pelo aumento dos processos inflamatdrios e danos oxidativos,
ganho de peso e alteragdes metabolicas e estruturais (Bianconi ef al., 2018a; Church et
al., 2010a). J& estdo presentes na literatura trabalhos que mostram a redugdo do potencial
efeito benéfico da suplementacdo em humanos com relagdo ao risco de doencgas
cardiovasculares (Rizos et al., 2012; Zhu; Bo; Liu, 2019a), pressao arterial (Zhang et al.,
2022a) e diabetes (Hu, Mingyuan et al., 2022) quando as doses de EPA e DHA estdo

acima de 4 e 6 g/dia. Com relagdo ao diabetes, outros estudos demonstraram efeitos
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controversos quando do aumento progressivo das doses de suplementagao com dmega 3.
Em populagdes orientais ha reducdo da incidéncia, enquanto em populagdes americanas
0 aumento na suplementacao ¢ acompanhado pelo aumento da prevaléncia de diabetes e

sindrome metabolica (Neuenschwander et al., 2020a).

O conceito de DOHaD (Developmental Origins of Health and Disease) reforca a
ideia de que exposi¢des ambientais, nutricionais e metabolicas durante periodos criticos
do desenvolvimento, especialmente a gestacdo e a lactagdo, exercem efeitos de longo
prazo sobre a satide da prole. Alteragdes no fornecimento de nutrientes podem modificar
processos de sinalizagdo celular, remodelar a placenta e induzir mudangas epigenéticas,
modulando permanentemente a expressao génica. Esses eventos de “programacao fetal”
tém sido relacionados ao aumento do risco de doencas metabolicas, cardiovasculares,
respiratorias e imunologicas na vida adulta (Barker, 1998; Gluckman; Hanson, 2006;
Heindel; Vandenberg, 2015). No contexto dos acidos graxos poli-insaturados, o
desequilibrio na razdo n-6:n-3 durante a gestagdo representa um fator capaz de
reprogramar a homeostase metabolica da prole, destacando a relevancia do estudo dos
efeitos maternos da suplementagdo lipidica para compreender a origem precoce das

doengas cronicas nao transmissiveis.

O desenvolvimento embrionario da prole ¢ sensivelmente afetado pelo estado
nutricional da mae, de forma que desvios significativos desse equilibrio podem ter
consequéncias no desenvolvimento futuro da prole (Confortim et al., 2017; Easton,
Zachary J.W.; Regnault, 2020; Gepstein; Weiss, 2019). Essas altera¢des tém a capacidade
de influenciar a regulacdo da expressdo génica na prole, potencialmente modificando a
sua estrutura e metabolismo. Esse fendmeno ¢ conhecido como programagao metabdlica
e desempenha um papel crucial na predisposicao a doengas que podem surgir ao longo da

vida adulta dos individuos (Kopp, 2019; Shrestha et al., 2020a; Yan et al., 2013a).

Quadros de obesidade materna, ou mesmo uma dieta rica em gorduras, estdo
diretamente relacionados as alteracdes de peso e tamanho das proles, bem como o padrao
de desenvolvimento dos tecidos mesenquimais e musculares. O excesso de lipidios no
organismo materno, além de proporcionar deposicao adiposa nas maes ¢ aumento dos
triacilglicerois e colesterol plasmatico, modifica o transporte placentario promovendo
aumento do aporte lipidico para as proles em desenvolvimento (Barbour; Hernandez,

2018a; Herrera; Desoye, 2016a; Payolla et al., 2016; Svegliati-Baroni et al., 2019). Tem
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sido sugerido que altera¢des no padrio lipidico na placenta e na prole, induz a metilacao
de genes promotores do desenvolvimento muscular, facilitando o desenvolvimento
mesenquimal e adiposo em detrimento da miogénese, o que resultaem animais menores
e mais pesados (Prats-Puig et al., 2020a; Sharma; Dabur, 2018; Xavier ef al., 2021; Yan
etal.,2013a).

Maior disponibilidade de lipidios pode responder por disturbios no transporte
placentario, facilitando o processo inflamatério, reduzindo a sintese de proteinas
mitocondriais e prejudicando a capacidade funcional placentaria e do feto (Easton,
Zachary J.W.; Regnault, 2020). As alteragdes decorrentes de modificagdes do perfil
lipidico materno promovem o aumento da expressao e translocagdo de transportadores
lipidicos para a membrana fetoplacentaria, promovendo, portanto, aumento da captacdo
e transferéncia dessas moléculas para os fetos em desenvolvimento (Barbour; Hernandez,
2017; McCurdy et al., 2009; Wesolowski ef al., 2018a). Essas condi¢cdes podem provocar
o aumento da mortalidade fetal e neonatal, podendo estar associado a mas formagdes e
alteragdes funcionais hepaticas e renais (Barbour; Hernandez, 2017; Church et al., 2010a;

Herrera; Desoye, 2016a).

Alteragdes de peso e tamanho das proles, bem como o padrao de desenvolvimento
dos tecidos de origem mesenquimal, tém sido diretamente associadas aos quadros de
obesidade materna, ou mesmo a dieta rica em gorduras (Gomes et al., 2018a). Disttrbios
no equilibrio lipidico materno, além de proporcionar deposicao adiposa nas maes e
aumento dos triacilglicerois e colesterol plasmaticos, atua sobre o transporte placentario
facilitando o aporte lipidico plasmético aos filhotes em desenvolvimento (Barbour;
Hernandez, 2018a; Herrera; Desoye, 2016a; Payolla ef al., 2016; Svegliati-Baroni et al.,
2019). Tem sido sugerido que o padrao lipidico alterado na placenta e nos tecidos da prole,
induz a metilagdo de genes promotores do desenvolvimento muscular e por isso induz o
desenvolvimento mesenquimal e adiposo em detrimento da miogénese resultando em
animais menores ¢ mais pesados (Prats-Puig et al, 2020a; Yan et al., 2013a). Essas
condi¢des podem provocar o aumento da mortalidade fetal e neonatal, podendo estar
associado as mds formagdes e alteracdes funcionais hepaticas e renais (Barbour;

Hernandez, 2017, 2018a; Church et al., 2010a; Herrera; Desoye, 2016a).

Devida incapacidade dos vertebrados em converter dcidos graxos saturados em

PUFAs, independentemente de n-3 ou n-6, a dieta torna-se a unica fonte de ingestao
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desses acidos graxos, o que os caracteriza como acidos graxos essenciais (Menzel et al.,
2019). Assim, qualquer alteragdo nas propor¢des desses lipidios nas dietas ¢
significativamente importante para a alteracao do perfil lipidico, das razdes de acidos
graxos e da biodisponibilidade dessas moléculas para os tecidos, podendo modular suas
caracteristicas (Castro; Tocher; Monroig, 2016; de Marco Castro et al., 2023). Nesse
sentido, além da ingestdo de dietas com menor propor¢do de n-6, como a dieta
mediterranea (Simopoulos, 2022), a suplementacdo com n-3 representa uma ferramenta

importante para o reestabelecimento da razao ideal (Roccisano ef al., 2019).

Como o estado nutricional materno ¢ fundamental para o correto desenvolvimento
embrionario. Ele também ¢ critico para determinar o risco de doengas metabdlicas na
prole, de modo que o balanco na ingestdo de 4cidos graxos durante a gestacdo assume
papel central. At¢é o momento, ndo existe regulamentagdo rigorosa que defina doses
especificas para o consumo de &cidos graxos insaturados (MUFA e PUFA), especialmente
n-3. Isso se aplica tanto a suplementos quanto a alimentos naturalmente ricos nesse
nutriente. O periodo gestacional e perinatal ¢ extremamente sensivel a efeitos de
programacao fetal. Diante da dependéncia dos acidos graxos poli-insaturados para o
desenvolvimento adequado de diversos sistemas, aliada ao aumento expressivo do
consumo de lipidios nas dietas modernas, torna-se urgente compreender os efeitos da
suplementagdo materna. Esse conhecimento inclui impactos sobre o metabolismo, o perfil
oxidativo e inflamatorio, as caracteristicas do leite e o desenvolvimento da prole. Apesar
de algumas consequéncias ja terem sido descritas, a literatura ainda carece de estudos que
explorem sistematicamente os efeitos de diferentes disponibilidades e doses supra-
recomendadas de PUFAs, especialmente no contexto do desenvolvimento muscular
embrionario. Diante desse cendrio, o presente estudo avaliou a evolu¢do das
caracteristicas gestacionais de ratas Wistar suplementadas com 6leo de peixe (n-3), dleo

de soja (n-6) ou 6leo de oliva (n-9).
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2. JUSTIFICATIVA

O estado nutricional materno exerce papel central no desenvolvimento
embrionario e na determinagao do risco de doengas metabodlicas na prole. O balango na
ingestdo de acidos graxos durante a gestacdo, em especial os insaturados (MUFA e
PUFA), ¢ critico para a correta formagao de tecidos, metabolismo energético e processos
de sinalizacdo celular. Apesar da relevancia desse tema, ainda ndo existe regulamentacao
rigorosa que estabeleca doses especificas para o consumo de PUFAs n-3 e n-6, seja por
meio de suplementos ou alimentos naturalmente ricos nesses nutrientes.

O periodo gestacional e perinatal ¢ particularmente sensivel a efeitos de
programacao fetal. Alteragdes no perfil lipidico materno podem influenciar o transporte
placentario de 4cidos graxos, o metabolismo da prole e a expressao génica de tecidos
criticos, incluindo musculares e adiposos. Estudos indicam que desequilibrios na ingestao
de PUFAs, sobretudo a razao n-6:n-3, estdo associados a alteracdes metabolicas,
inflamatérias e oxidativas que podem persistir na vida adulta, aumentando a
predisposicao a doengas cronicas nao transmissiveis.

Embora algumas consequéncias da suplementacdo lipidica ja tenham sido
descritas, a literatura ainda carece de investigagdes sistematicas sobre os efeitos de
diferentes disponibilidades e doses supra-recomendadas de PUFAs, principalmente no
contexto do desenvolvimento muscular embrionario. Avaliar o impacto de diferentes tipos
de lipidios durante a gestacdo, como 6leos ricos em n-3, n-6 ou n-9, €, portanto, essencial
para compreender os efeitos maternos e neonatais e fornecer subsidios para estratégias

nutricionais que promovam satde a curto e longo prazo.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos da suplementagdo materna com diferentes tipos de acidos
graxos (n-3, n-6 e n-9) sobre a saude materna, a funcdo placentéria, o metabolismo fetal
e o desenvolvimento pos-natal da prole, considerando pardmetros corporais, metabolicos,
inflamatorios, oxidativos, desenvolvimento motor e caracteristicas musculares em ratos

Wistar.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Determinar a curva de dose-resposta de PUFAs em fémeas Wistar, estabelecendo
a dose potencialmente prejudicial para a suplementagdao materna.

. Avaliar os efeitos da suplementagdo materna pré-concepcao e durante a gestagao
sobre caracteristicas corporais das maes e parametros plasmaticos, incluindo lipidios,
glicose e marcadores de inflamacao.

. Investigar o impacto da suplementacgao sobre estresse oxidativo e inflamagao no
utero e na placenta, analisando enzimas antioxidantes, espécies reativas de oxigénio e
citocinas inflamatorias.

. Determinar a transferéncia de nutrientes para o feto, incluindo lipidios, proteinas
e agucares, em funcao da suplementagao com diferentes tipos de acidos graxos (n-3, n-6
e n-9).

. Avaliar, durante o periodo pos-natal, os efeitos da suplementa¢do materna mantida
até o desmame sobre pardmetros séricos maternos e composicdo do leite materno,
caracteristicas corporais das maes, desenvolvimento motor dos filhotes e crescimento e
caracteristicas musculares dos filhotes aos dias PN21 e PN60.

. Comparar os efeitos dos diferentes tipos de acidos graxos (n-3, n-6 € n-9) sobre a
saude materna, a fungdo placentaria, o metabolismo fetal e o desenvolvimento pds-natal
da prole, identificando potenciais beneficios ou efeitos adversos associados a cada

suplemento.
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4. REVISAO DE LITERATURA

4.1 ESTRUTURA E SINTESE DOS ACIDOS GRAXOS

Os lipidios constituem uma ampla classe de biomoléculas organicas
caracterizadas pela insolubilidade em agua e alta solubilidade em solventes apolares.
Entre eles, os acidos graxos destacam-se como unidades estruturais fundamentais de
fosfolipidios, triglicerideos e ésteres de colesterol, desempenhando papéis essenciais na
estrutura das membranas bioldgicas, na produ¢do de energia e na sinalizagdo intracelular
(Agregéan et al., 2022; Lund; Rustan, 2020; Rustan; Drevon, 2005). Essas moléculas
anfipaticas apresentam uma cadeia hidrocarbonada de comprimento variavel e um grupo
carboxila terminal, cuja ionizagdo ¢ determinante para suas propriedades fisico-quimicas

e interacdes moleculares (Ibarguren; Lopez; Escriba, 2014).

Figura 1 — Comparagao da estrutura de acidos graxos com 18 carbonos

Acido Estearico 18:0 B Acido Vacénico 18:1 n-7

Legenda: Estruturas em diagrama de esqueleto dos principais acidos graxos de 18
carbonos de importancia biologica, destacando a variacdo no grau e na posicdo das
insaturagdes (C=C) ao longo da cadeia de hidrocarbonetos. As moléculas representadas
incluem: A - Acido Esteérico (18:0). B - Acido Vacénico (18:1n-7). C - Acido Oléico
(18:1n-9). D - Acido Linoléico (18:2n-6). E - Acido a-Linolénico (18:3n-3). Fonte:
elaborado pelos autores, 2025.

A cadeia carbOnica pode apresentar apenas ligacdes simples (4acidos graxos
saturados, SFA), uma ligacdo dupla (monoinsaturados, MUFA) ou multiplas ligagdes
duplas (poli-insaturados, PUFA). As propriedades fisico-quimicas desses lipidios estdo
intimamente ligadas a estrutura da cadeia (Figura 1): os SFA apresentam conformacao
linear, resultando em empacotamento compacto e maior estabilidade quimica; os MUFA,

com uma unica dupla ligagdo geralmente em configuragao cis, introduzem uma leve dobra

na cadeia, aumentando a fluidez da membrana; e os PUFA, com multiplas duplas ligagdes,
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apresentam dobras complexas que tornam as membranas altamente fluidas e suscetiveis

a oxidacao lipidica (Kerner et al., 2014; Maltsev et al., 2021).

A sintese endogena de acidos graxos ¢ um processo altamente regulado (Figura
2), envolvendo multiplas enzimas e organelas celulares. Nos mamiferos, essa via ocorre
no citosol e ¢ catalisada pelo complexo enzimatico multifuncional acido graxo sintase
(FAS), sendo o palmitato (C16:0) o produto mais abundante. O processo inicia-se com a
disponibilizag¢do de acetil-CoA, proveniente da mitocondria via transporte de citrato, que
¢ convertido em malonil-CoA pela acetil-CoA carboxilase (ACC), utilizando ATP e CO-
como substratos. Esta etapa representa o principal ponto regulatorio da via, determinando
a velocidade da sintese lipidica. Em seguida, o acetil-CoA e o malonil-CoA sao
transferidos para a proteina transportadora de acil (ACP) da FAS, formando acetil-ACP e
malonil-ACP, permitindo que os intermediarios permanecam ligados ao complexo
enzimatico durante toda a elongacao da cadeia (Enkler ef al., 2023; Hiltunen et al., 2010;

Nakamura; Nara, 2003; Nowinski et al., 2020; Wang, Yu et al., 2022).

O ciclo de elongac¢ao inicia-se com a -cetoacil-ACP sintase (KAS), que catalisa
a condensagdo entre acetil-ACP e malonil-ACP para formar acetoacetil-ACP, com
liberacao de CO-, etapa que torna o processo termodinamicamente favoravel. Em seguida,
o grupo B-ceto ¢ reduzido pela B-cetoacil-ACP redutase (KR), utilizando NADPH como
doador de elétrons, formando B-hidroxiacil-ACP. A B-hidroxiacil-ACP desidratase (DH)
promove a desidratagcdo, removendo uma molécula de d4gua e gerando uma dupla ligacao
trans entre os carbonos C2 e C3, formando enoyl-ACP. Por fim, a enoyl-ACP redutase
(ER) reduz a dupla liga¢do, também dependente de NADPH, produzindo um acil-ACP
saturado com dois carbonos adicionais (Enkler et al., 2023; Hiltunen et al., 2010;

Nakamura; Nara, 2003; Nowinski et al., 2020; Wang, Yu et al., 2022).

Este ciclo de condensacdo, redugdo, desidratacdo e reducdo final se repete de
forma sequencial, incorporando dois carbonos a cada ciclo, até que a cadeia alcance 16
carbonos. A regulacdo da sintese depende principalmente da atividade da acetil-CoA
carboxilase e da disponibilidade de NADPH, derivado predominantemente da via das
pentoses fosfato e da malato desidrogenase citosdlica. Quando a cadeia atinge a extensao
adequada, a palmitoil-ACP tioesterase (TE) cliva o acido graxo da ACP, liberando
palmitato livre, que pode servir como substrato para elongacao e desaturagao posteriores,

formando 4cidos graxos de cadeia mais longa, como o acido estearico (18:0) e o acido
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araquidico (20:0), essenciais para a sintese de triglicerideos e esfingolipidios (Kerner et

al.,2014; Remize et al., 2021; Tomcala et al., 2020).

Figura 2 — Via de Biossintese de Acidos Graxos
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Legenda: Esquema da sintese de acidos graxos saturados. O processo inicia-se com o
Piruvato, que gera Acetil-CoA, o qual ¢ subsequentemente carboxilado em Malonil-CoA
pela enzima ACCase (Acetil-CoA Carboxilase), consumindo de ATP e HCO3". O Malonil-
CoA e o Acetil-CoA sao transferidos para a Proteina Transportadora de Acil (ACP). O
ciclo de alongamento de cadeias acila ¢ mediado pelo complexo da Acido Graxo Sintase
(FAS) e ocorre em quatro passos repetitivos: 1. Condensagdo, catalisada pela B-cetoacil-
ACP sintase (KS), com liberagdo de COz; 2. Reducdo do grupo ceto pela B-cetoacil-ACP
redutase (KR); 3. Desidratacdo pela B-hidroxiacil-ACP desidrase (DH), com liberagdo de
H>O; 4. Segunda reducdo pela B-enoil-ACP redutase (BER). O ciclo utiliza NADPH
como principal cofator redutor. O alongamento prossegue até a produgdo dos produtos
finais saturados, Palmitoil-ACP (C16:0-ACP) e Estearoil-ACP (C18:0-ACP). Fonte:
(Remize et al., 2021).

Os MUFA n-9 (Figura 3) sdao caracterizados por uma unica ligacdo dupla
localizada entre os carbonos 9 ¢ 10 a partir da extremidade carboxila, conferindo a
molécula uma conformagdo em cis que altera a flexibilidade e a fluidez da cadeia
carbonica em comparacdo aos acidos graxos saturados. O acido oleico (18:1n-9) é o

principal representante desta familia. Sua sintese enddgena ocorre predominantemente no
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citosol a partir do acido estearico (18:0), através da acdo da enzima A9-desaturase ou
estearoil-CoA desaturase (SCD1), que insere especificamente a dupla ligagdo na posi¢ao
9 (Han et al., 2020; Liu et al., 2022; Zhang et al., 2010). O processo envolve a
transferéncia de elétrons a partir de NADH ou NADPH via citocromo b5 e citocromo b5-

redutase, com oxigénio molecular sendo consumido para a formagdo da dupla ligagao

(Han et al., 2020).

Figura 3 — Vias de Dessatura¢io e Alongamento para a Biossintese de Acidos Graxos
Saturados e Insaturados e suas Principais Fontes
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Legenda: Representacdo das vias metabdlicas que produzem as principais familias de
acidos graxos: saturados, n-7, n-9, n-6, n-3. O processo se inicia com a FAS, que produz
o acido palmitico (16:0), o qual serve como precursor para os demais acidos graxos. As
conversdes subsequentes sdo catalisadas por duas classes de enzimas: dessaturases (A) e
elongases (ELOVL). O 16:0 é dessaturado pela A-9 para iniciar as familias n-7 (acido
palmitoléico, 16:1n-7) e n-9 (acido oléico, 18:1n-9). A partir da produgdo de 18:1n-7, o
acido linoléico (18:2n-6) ¢ dessaturado pela A-12, servindo de substrato para a A-15 para
a produgdo de a-linolénico (18:3n-3). Esses acidos graxos sdo precursores de acidos
graxos de cadeia longa. As principais fontes alimentares desses acidos graxos estdo
representadas em baixo de cada familia. Fonte: elaborado pelos autores, 2025.
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A regulacdo da SCD1 ¢ complexa e integrada a sinais hormonais, nutricionais e
transcricionais, mediada por fatores como SREBP-1c, PPARy e LXR, garantindo que a
producao de MUFA n-9 esteja sincronizada com as necessidades metabodlicas da célula.
O 4cido oleico sintetizado pode ser incorporado em triglicerideos, fosfolipidios ou ésteres
de colesterol, sendo essencial para a manutenc¢ao da arquitetura lipidica das membranas
e como substrato para remodelamento enzimatico de lipidios complexos (Grajchen et al.,

2023; Madduri et al., 2012).

Os MUFA n-7 possuem uma Unica liga¢do dupla entre os carbonos 7 e 8 a partir
da extremidade metilo (ou n-7), conferindo propriedades fisico-quimicas intermediarias
entre os MUFA n-9 e os acidos graxos saturados. O 4cido palmitoleico (16:1n-7) ¢ o
representante mais estudado dessa familia. A sintese enddgena do acido palmitoleico
ocorre no citosol a partir do 4cido palmitico (16:0) pela mesma A9-desaturase que produz
MUFA n-9, porém inserindo a dupla ligagdo na posi¢cdo correspondente a cadeia n-7. O
mecanismo envolve também a transferéncia de elétrons via citocromo b5, consumindo
oxigénio molecular e utilizando NAD(P)H como cofator redutor. O acido palmitoleico
sintetizado pode ser incorporado em fosfolipidios e triglicerideos, contribuindo para a
fluidez das membranas e para a regulagdo local da atividade de proteinas de membrana,
sem afetar drasticamente a estabilidade quimica da molécula. A sintese de MUFA n-7,
embora menos abundante do que a de n-9, desempenha um papel estratégico na
manutencdo da homeostase lipidica celular, especialmente em tecidos metabolicamente

ativos (Han et al., 2020; Kurotani et al., 2012; Zhang et al., 2010).

Os é4cidos graxos poli-insaturados de cadeia longa (LC-PUFA) compreendem
moléculas com 20 ou mais carbonos e duas ou mais insaturagcdes, desempenhando
fungdes essenciais na manutencdo da homeostase celular, modulagdao inflamatoria e
neurodesenvolvimento (Castro et al., 2016; Khan et al., 2023). As principais familias de
LC-PUFA incluem os acidos graxos 6mega-3 (n-3) e 6mega-6 (n-6), cuja nomenclatura
decorre da localizagdo da primeira liga¢do dupla a partir do terminal metilico da cadeia
— no terceiro ou no sexto carbono, respectivamente (Scanferlato et al., 2019;
Wiktorowska-Owczarek; Berezinska; Nowak, 2015). Os Metazoa, incluindo o filo
Chordata e, consequentemente, os Mammalia, perderam funcionalmente as dessaturases
A12 e A15 durante a evolugdo animal, tornando-se metabolicamente dependentes da
ingestdo de LA e ALA provenientes de fontes vegetais, fingicas ou microbianas

(Harwood, 2023; Pereira et al., 2012; Remize et al., 2021). Assim, os acidos graxos
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essenciais de 18 carbonos representam um elo bioquimico entre os produtores primarios
e os consumidores heterotroficos, estabelecendo a base evolutiva para o metabolismo
lipidico animal contemporaneo. A partir desses precursores, os vertebrados, por meio das
enzimas ELOVL (elongases de cadeia longa) e dessaturases A5 e A6, sdo capazes de gerar
LC-PUFA bioativos, como o d4cido araquidonico (AA; 20:4n-6), o 4acido
eicosapentaecnoico (EPA; 20:5n-3) e o acido docosahexaenoico (DHA; 22:6n-3),
fundamentais para a integridade das membranas, sinalizagdo celular e processos

inflamatoérios (Harwood, 2023; Nie et al., 2021; Ruiz et al., 2023).

Entretanto, a biossintese dos acidos graxos poli-insaturados precursores — o 4cido
linoleico (LA; 18:2n-6) e o acido a-linolénico (ALA; 18:3n-3) — depende da presenca
das enzimas Al2-dessaturase (FAD2) e Al5-dessaturase (FAD3), que introduzem duplas
ligagdes sucessivas na cadeia do 4cido oleico (18:1n-9). A capacidade de realizar essas
dessaturagdes ndo ¢ universal nos Eukaryota, estando restrita a linhagens especificas que
divergiram filogeneticamente antes da perda desses genes nos Metazoa (Cerone; Smith,
2022; Guan et al., 2013). Entre os Archaeplastida, as Embryophyta e suas ancestrais algas
verdes (Chlorophyta e Charophyta) possuem esses genes conservados, expressos
principalmente em plastidios e reticulo endoplasmatico, onde convertem o acido oleico
em LA e, subsequentemente, em ALA (Dar et al.,2017; Guan et al., 2013; Meesapyodsuk;
Qiu, 2012). Esses compostos, essenciais para a manuten¢do da fluidez e funcionalidade
das membranas, tornaram-se componentes estruturais criticos na adaptacao das plantas
ao ambiente terrestre, sobretudo em condi¢gdes de variacdo térmica e disponibilidade

hidrica (Dar et al., 2017; Meesapyodsuk; Qiu, 2012).

Nos ecossistemas aquaticos, a sintese de PUFA de 18 carbonos ocorre em
microalgas (Haptophyta, Bacillariophyta, Cryptophyta, Dinoflagellata) e macroalgas
multicelulares (Phaeophyceae, Rhodophyta, Chlorophyta), que, além de produzirem LA
e ALA, sdo capazes de gerar acidos graxos de cadeia longa, como EPA e DHA, via
sistemas enzimaticos adicionais (ELOVL, A5 e A6-dessaturases) (Cotas et al., 2020;
Geneste; Faure, 2022; Guan et al., 2013; Los; Mironov, 2015; Meesapyodsuk; Qiu, 2012;
Qiu et al., 2015; Shanab; Hafez; Fouad, 2018). Esses organismos fotossintetizantes
compdem a base trofica dos ecossistemas marinhos, transferindo PUFA para niveis
troficos superiores através do consumo por zooplancton e peixes, os quais acumulam,
mas nao sintetizam esses lipidios (Gostincar; Turk; Gunde-Cimerman, 2010; Guan et al.,

2013; Meesapyodsuk; Qiu, 2012; Monroig; Tocher; Navarro, 2013). Em grupos de Fungi,
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especialmente entre os Zygomycota e Mucoromycota, observam-se linhagens
oleaginosas como Mortierella alpina e Mucor circinelloides, que sintetizam LA e, por
extensao metabolica, o acido araquidénico (AA; 20:4n-6), desempenhando papel
ecoldgico relevante na decomposi¢ao e na reciclagem de matéria organica (Chen et al.,
2014; Kikukawa et al., 2018; Kosa et al., 2018; Zazula et al., 2025). Adicionalmente,
algumas bactérias e cianobactérias (Cyanobacteria, Proteobacteria, Actinobacteria) retém
genes homologos de A12 e Al5-dessaturases, sugerindo uma origem ancestral desses
sistemas de dessaturagdo antes da divergéncia dos dominios Bacteria e Eukarya, e
contribuindo para o aporte primario de PUFA em cadeias alimentares aquaticas e
terrestres (Guan et al., 2013; Kabeya ef al., 2018; Monroig; Tocher; Navarro, 2013; Sun;
Meesapyodsuk; Qiu, 2024).

Os LC-PUFA n-6 apresentam multiplas ligagdes duplas em configuragdo cis,
sendo a primeira localizada no sexto carbono a partir da extremidade metilica (n-6) da
cadeia carbonica. O principal precursor enddégeno de PUFA n-6 de cadeia longa € o 4cido
linoleico (LA, 18:2n-6), um acido graxo essencial obtido exclusivamente via dieta, uma
vez que os vertebrados nao possuem enzimas capazes de introduzir ligagdes duplas em
posigoes além do carbono 9 a partir da extremidade carboxila. A biossintese de PUFA n-
6 de cadeia longa envolve uma sequéncia altamente regulada de dessaturagdes e
elongagdes, que ocorrem predominantemente no reticulo endoplasmatico. Inicialmente,
o LA ¢ dessaturado na posi¢ao A6 pela A6-desaturase, inserindo a terceira ligagdo dupla
a partir da extremidade carboxilica, formando o acido y-linolénico (GLA, 18:3n-6). Essa
enzima ¢ um ponto critico de controle metabdlico e ¢ regulada por fatores nutricionais,
hormonais (insulina e leptina) e transcricionais, incluindo PPARa e SREBP-Ic,
garantindo ajuste fino na produ¢do de PUFA de acordo com o estado energético e lipidico
da célula (Cerone; Smith, 2022; Gostincar; Turk; Gunde-Cimerman, 2010; Nakamura;

Nara, 2004; Nie et al., 2021; Zazula et al., 2025).

Apds a dessaturacdo A6, o GLA sofre elongacdo catalisada por elongases
especificas, que adicionam dois 4&tomos de carbono a extremidade carboxila, resultando
no dihomo-y-linolénico (DGLA, 20:3n-6). Posteriormente, 0 DGLA ¢ dessaturado na
posicao A5 pela AS5-desaturase, formando o acido araquidonico (AA, 20:4n-6), principal
PUFA n-6 funcional em mamiferos. Todas essas reagdes requerem oxigénio molecular
como aceptor de elétrons e cofatores redutores, principalmente NAD(P)H, transferidos

via citocromo b5 e citocromo b5 redutase. O 4cido araquidonico sintetizado € incorporado
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em fosfolipidios de membranas celulares, especialmente fosfatidilcolina e
fosfatidiletanolamina, funcionando como reservatorio para mediadores lipidicos
bioativos, incluindo prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos. A distribui¢do
subcelular do AA ¢ estratégica: reticulo endoplasmatico € membranas nucleares
armazenam AA em fosfolipidios, permitindo liberagdo rapida por fosfolipase A2 em
resposta a sinais inflamatérios ou hormonais. Além disso, o balanceamento entre DGLA
e AA ¢ crucial para modular respostas inflamatorias e manter a integridade estrutural das
membranas, demonstrando que a sintese e incorporacdo de PUFA n-6 sdo processos
altamente integrados, regulados e essenciais para a homeostase celular (Cerone; Smith,
2022; Gostincar; Turk; Gunde-Cimerman, 2010; Nakamura; Nara, 2004; Nie et al., 2021;
Zazula et al., 2025).

Os 4cidos graxos poli-insaturados da familia n-3 apresentam multiplas liga¢des
duplas em configuragdo “cis”, sendo a primeira localizada no terceiro carbono a partir da
extremidade metilica (n-3) da cadeia carbonica. O principal precursor endégeno de PUFA
n-3 de cadeia longa ¢ o acido o-linolénico (ALA, 18:3n-3), essencial na dieta, pois
vertebrados ndo possuem enzimas capazes de introduzir ligacdes duplas além da posi¢ao
A9 a partir da extremidade carboxilica. A sintese de PUFA n-3 de cadeia longa envolve
uma sequéncia de dessaturacdes e elongacdes altamente reguladas, ocorrendo
predominantemente no reticulo endoplasmatico, com etapas finais no peroxissoma para
a formacao do DHA (22:6n-3). Inicialmente, o ALA ¢ dessaturado na posi¢ao A6 por A6-
desaturase, formando o dacido estearidonico (18:4n-3), seguido de elongagdo por
elongases especificas, adicionando duas unidades de carbono a extremidade carboxilica,
gerando o 4cido eicosatetraenoico (20:4n-3). Posteriormente, ocorre a dessaturagcdo A5,
formando o acido eicosapentaenoico (EPA, 20:5n-3), o principal PUFA n-3 de agdo
bioldgica. Para a sintese de DHA, o EPA ¢ ainda elongado em docosapentaenoico (DPA,
22:5n-3), dessaturado A6 e submetido a uma etapa de f-oxidagao parcial no peroxissoma,
completando a conversdo em DHA (Cerone; Smith, 2022; Gostin¢ar; Turk; Gunde-

Cimerman, 2010; Nakamura; Nara, 2004; Nie ef al., 2021; Zazula et al., 2025)..

Essas reagdes dependem de oxigénio molecular e cofatores redutores como
NAD(P)H, com participagdo de citocromo b5 e citocromo b5 redutase, sendo altamente
reguladas por fatores nutricionais, hormonais (insulina, leptina) e transcricionais,
incluindo PPARa e SREBP-Ic. O EPA e DHA produzidos sdo incorporados em

fosfolipidios de membranas celulares, principalmente fosfatidilcolina e
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fosfatidiletanolamina, conferindo fluidez, flexibilidade e funcionalidade as membranas,
essenciais para a sinaliza¢dao celular, transporte de proteinas de membrana e fungao
mitocondrial. Além disso, esses PUFA n-3 servem como precursores de mediadores
lipidicos bioativos, fundamentais na resolu¢do da inflamagdo e protecdo neural. A
distribui¢do subcelular ¢ estratégica: reticulo endoplasmatico, membranas plasmaticas e
membranas nucleares atuam como reservatorios para liberagdo rapida em processos
fisiologicos e patologicos, demonstrando que a sintese, elongacdo, dessaturacdo e
incorporagdo de PUFA n-3 constituem um processo complexo, altamente regulado e
critico para a homeostase celular e para a saude sist€émica (Cerone; Smith, 2022;
Gostincar; Turk; Gunde-Cimerman, 2010; Nakamura; Nara, 2004; Nie et al., 2021;
Zazula et al., 2025).

4.2 EVOLUCAO DOS HOMINOIDEA E DE SUAS DIETAS

A alimentacdo constitui um dos tracos mais distintivos da biologia e da cultura
humanas. As preferéncias alimentares e a composi¢do das dietas, observadas em
diferentes sociedades, sdo produtos de uma complexa interagao entre fatores ecologicos,
culturais e evolutivos. Contudo, para além do contexto social contemporaneo, as
mudancas dietéticas ocorridas ao longo da histéria evolutiva dos primatas Catarrhini
foram determinantes para o surgimento de tracos anatdmicos, metabolicos e cognitivos

que definem o género Homo (Andrews; Johnson, 2020b).

Durante o Mioceno Inferior (~ 23 Ma), os Catarrhini eram majoritariamente
frugivoros e folivoros (Figura 4), adaptados a ambientes florestais densos e imidos. Com
a fragmentacdo desses habitats e a expansdo de paisagens mais abertas e sazonais, novos
desafios ecologicos exigiram flexibilidade alimentar e eficiéncia metabolica. Espécies
capazes de diversificar suas fontes nutricionais, incorporando insetos, raizes, tubérculos
e, posteriormente, carne, obtiveram vantagem seletiva (Crittenden; Schnorr, 2017b). Essa
ampliacdo dietética marcou o inicio de uma trajetoria evolutiva que culminaria na
emergéncia da onivoria como trago adaptativo central, pavimentando o caminho para a

linhagem humana.

A incorporacao sistematica de alimentos de origem animal representou uma
revolugdo energética e metabolica. Carnes, visceras ¢ medula 6ssea forneceram nao
apenas densidade calérica, mas também aminodcidos essenciais e LC-PUFA,

especialmente o EPA e DHA, fundamentais para o desenvolvimento e manutengdo do
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tecido neural (Crittenden; Schnorr, 2017; Leonard; Snodgrass; Robertson, 2007). Essa
alteracdo dietética sustenta a chamada hipotese do tecido caro (expensive tissue
hypothesis), segundo a qual o aumento do volume encefalico foi viabilizado pela redugao

proporcional do trato gastrointestinal, possivel apenas com uma dieta de alta qualidade e

digestao mais eficiente (Aiello; Wheeler, 1995; Huang; Yu; Liao, 2018; Jiang ez al., 2021).

O modo de vida cacador-coletor dos Homininae consolidou a interdependéncia
entre dieta, comportamento e morfologia. A caca cooperativa e o forrageamento exigiam
planejamento, comunicagdo e memoria espacial, demandando um cérebro mais complexo
e energeticamente exigente. Paralelamente, o bipedalismo surgiu como adaptagao
locomotora vantajosa, otimizando deslocamentos em ambientes abertos e permitindo o
transporte de alimentos e ferramentas. A necessidade de coordenacdo social, partilha de
recursos € uso de instrumentos refor¢ou o papel da alimentacdo como forca motriz da
encefalizacdo (Burini; Leonard, 2018; Grabowski et al., 2023; Kuipers; Joordens;

Muskiet, 2012; Leonard et al., 2003).

Essas pressoes seletivas resultaram em mudangas profundas na composi¢do
corporal e no metabolismo energético. O cérebro humano, que representa cerca de 2% da
massa corporal, consome aproximadamente 20% da energia em repouso, impondo
exigéncias metabolicas inéditas. Para compensar esse custo, as linhagens mais derivadas
de Hominini desenvolveram estratégias de economia energética, com reducdo relativa da
massa muscular, principalmente de musculos mastigatérios e de sustentacdo, e aumento
das reservas adiposas, que atuam como importantes estoques energéticos de longo prazo

(Leonard et al., 2003; Leonard; Snodgrass; Robertson, 2007b).

A evolugao do tecido muscular acompanhou essas transformagdes. A transi¢ao de
atividades predominantemente arboricolas para o deslocamento terrestre € a caca de
persisténcia favoreceu musculos mais resistentes a fadiga, com maior proporcao de fibras
oxidativas (tipo I) e aumento da eficiéncia mitocondrial. Esse refinamento bioenergético
possibilitou que os hominineos sustentassem longos periodos de esfor¢o fisico, mesmo
com reservas limitadas de glicogénio, e mantivessem o fornecimento energético
necessario para o funcionamento cerebral. Assim, o metabolismo muscular e o
metabolismo neural passaram a atuar de forma integrada, compondo uma adaptacgdo

coevolutiva essencial para a sobrevivéncia do grupo (Crittenden; Schnorr, 2017b; Hora
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et al., 2022; Kuipers; Joordens; Muskiet, 2012; Leonard; Snodgrass; Robertson, 2007b;

Marino; Sibson; Lieberman, 2022; van der Zwaard; Brocherie; Jaspers, 2021)

A domesticagdo do fogo e o cozimento dos alimentos durante o Pleistoceno (~ 1.8
Ma), ampliaram essa eficiéncia metabolica. O aquecimento tornou os alimentos mais
digestiveis, reduziu a carga microbiana e aumentou a biodisponibilidade de nutrientes,
diminuindo o custo energético da digestdo. Essa inovagdo culindria aumentou
significativamente a eficiéncia energética da alimentagdo, fornecendo suporte metabolico
para cérebros maiores e comportamentos sociais e simbolicos mais complexos. Com a
transi¢do para o Holoceno e o surgimento da agricultura e da domestica¢do animal (~ 11,7
ka), a dieta humana passou de predominantemente carnivora e variada para uma base
agricola rica em carboidratos. A Revolugao Neolitica, ha cerca de 10 mil anos, foi um
marco na sedentarizagdo e no surgimento das primeiras civilizagdes estaveis. Entretanto,
essa transi¢ao resultou em desequilibrios nutricionais: a dependéncia de poucos cultivos
reduziu a diversidade de micronutrientes e lipidios essenciais, levando a uma maior
ingestdo de acidos graxos poli-insaturados da série n-6 e a diminui¢ao dos n-3, alterando
o equilibrio inflamatorio do organismo (Carmody; Wrangham, 2009; Gifford-Gonzalez,
2018; Quagliariello et al., 2022; Saniotis; Henneberg, 2013; Simopoulos, 2000, 2011b;
Simopoulos, Artemis P.; DiNicolantonio, 2016; van Casteren et al., 2022).

Tais transformagdes foram acompanhadas por adaptacdes genéticas. A
amplificacao do nimero de copias do gene AMY 1 (amilase salivar) favoreceu populacdes
com alto consumo de amido. Variagdes nos genes FADS1 e FADS2, responsaveis pela
dessaturag@o e alongamento de 4cidos graxos, refletiram a necessidade de manter a sintese
enddgena de LC-PUFA em contextos de menor disponibilidade dietética. A persisténcia
da lactase, por sua vez, permitiu o aproveitamento do leite animal como nova fonte
energética, ampliando a plasticidade alimentar humana (Hardy et al., 2015; Koletzko et

al., 2019; Pajic et al., 2019; Perry et al., 2007; Ségurel; Bon, 2017).

Com a Revolugdo Industrial, a transi¢do nutricional atingiu seu dapice. A
abundancia de alimentos ultraprocessados, ricos em gorduras saturadas e aglcares
simples, rompeu o equilibrio entre a fisiologia ancestral e o ambiente moderno. Esse
descompasso, conhecido como mismatch evolutivo, expds a vulnerabilidade de um
metabolismo moldado pela escassez a superabundancia caldrica. O resultado foi o

aumento exponencial de doengas metabolicas, como obesidade, resisténcia a insulina e
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sarcopenia, associadas a reducdo da atividade fisica e a degradacdo da qualidade
nutricional (Crittenden; Schnorr, 2017b; Haile; Neme; Belachew, 2017b; Saniotis;
Henneberg, 2013).

Figura 4 - Representa¢do da arvore de consenso dos grandes simios das superfamilias
Hominoidea (Gray, 1825) (Primates: Simiiformes) e Proconsuloidea (Leakey, 1963)
(Primates: Simiiformes).
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Legenda: Os ramos inferiores representam subfamilias extintas Proconsulinae (Leakey,
1963) (Simiiformes: Proconsuloidea) e Afropithecinae (Andrews, 1992) (Simiiformes:
Proconsuloidea). Esquematiza¢ao da diversificacdo das familias Hylobatidae (Gray,
1870) e Hominidae (Gray, 1825) no Mioceno Inferior (+ 22 milhdes de anos).
Diversificagao das subfamilias Ponginae (Allen, 1925) e Homininae (Gray, 1925) no
Mioceno Médio (= 14 milhdes de anos). Diversificagao das tribos Gorillini (Frechkop,
1943) e Hominini (Gray, 1825) no Mioceno Superior (+ 8 milhdes de anos). Presenca de
dietas estritamente herbivoras nas espécies basais de toda a infraordem Catarrhini (E.
Geoffroy, 1812) e manuteng@o dessa caracteristica nos Hylobatidae atuais. Transicao
gradual para dieta onivora nas espécies basais e atuais de Ponginae e Gorillini e
predominancia de dietas carnivoras em Homini. Relagdo direta da mudanga alimentar
com o aumento do volume do neurocranio e redu¢do da razdo do estdbmago / intestino
com o aumento da onivoria e carnivoria (Andrews; Johnson, 2020a; McGrosky et al.,
2019). Representagdo dos cranios de Proconsul (Hopwood, 1933), Hylobathes (Illiger,
1811), Sivapithecus (Pilgrim, 1910), Pongo (Lacépede 1799), Gorilla (Geoffroy, 1852)
e Homo (Linnaeus, 1758). Representacao do sistema digestorio de Nomascus leucogenys
(Ogilby, 1840), Symphalangus syndactylus (Chivers, 1974), Pongo pigmaeus (Linnaeus,
1760), Gorilla gorilla (Savage and Wyman, 1847). Cladograma adaptado e modificado
de: File:Hominini_lineage.svg#/media/File:Hominoidea_lineage.svg.




44

4.3 COMPOSICAO LIPIDICA NAS DIETAS HUMANAS

Durante o ultimo maximo glacial (~20 ka), populagdes de hominineos
enfrentavam ambientes extremamente frios e sazonais, com alta variabilidade de
alimentos. Nessas condi¢des, individuos com maior capacidade de armazenar energia em
tecido adiposo eram favorecidos, sendo selecionadas caracteristicas metabolicas que
otimizavam a captura e o uso eficiente de lipidios. O tecido adiposo desses grupos era
predominantemente composto por triglicerideos ricos em acidos graxos saturados (SFA)
e monoinsaturados (MUFA n-9 e n-7), moléculas energeticamente densas e resistentes a
oxidagdo, garantindo fornecimento constante de energia durante periodos de escassez.
As principais fontes de lipidios incluiam carne de caga (mamiferos de grande porte),
gordura de visceras e peixes de agua fria, garantindo também aporte de acidos graxos
poli-insaturados de cadeia longa (LC-PUFA) n-3, como EPA e DHA, essenciais para o
desenvolvimento e manutencdo cerebral. Estimativas sugerem que, nesse contexto, 50-
60% das calorias diarias podiam derivar de lipidios, com razao n-6/n-3 préoxima de 1:1,
refletindo equilibrio entre os PUFA pro6 e anti-inflamatodrios (Blasco et al., 2019; Cordain

et al., 2005; Garnas, 2025; Kindler et al., 2025; Simopoulos, 2000, 2011b).

Com a transi¢ao para o Holoceno e a consolidagdo da agricultura, a introdugao de
cereais cultivados, leguminosas e sementes oleaginosas aumentou a ingestdo de acido
linoleico (n-6), enquanto a disponibilidade de EPA e DHA de fontes animais selvagens
diminuiu (Figura 5). Consequentemente, a razao n-6/n-3 passou de aproximadamente 1:1
para valores entre 5:1 e 15:1, refletindo um deslocamento metabolico em direcdo a um
perfil mais pro-inflamatério (Simopoulos, 2000; Mathias et al., 2012). Durante o periodo
agricola, a ingestdo média de lipidios variava entre 25-35% das calorias, com SFA
representando 7-10%, MUFA 10-12% e PUFA 5-8%, predominando a série n-6 sobre a
n-3. Fontes alimentares incluiam manteiga, 6leos de sementes (linhaca, gergelim),
oleaginosas e produtos lacteos, enquanto carnes de caca e pesca residual forneciam LC-

PUFA essenciais (Cordain et al., 2005; Eaton & Konner, 1985).

A Revolugdo Industrial (séculos XVIII e XIX) marcou uma amplificagdo radical
da disponibilidade de lipidios na dieta humana. A produ¢do em massa de 6leos vegetais
refinados (soja, milho, girassol), o aumento do consumo de carne processada e a
popularizagdo de produtos ultraprocessados elevaram os SFA e n-6, mantendo MUFA

n-9 relativamente constante, presente em manteiga e azeite. Esse periodo promoveu uma
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drastica alteragdo da razao n-6/n-3, alcangando valores entre 15:1 ¢ 20:1, estabelecendo
um perfil lipidico altamente pro-inflamatorio e contribuindo para o aumento de doengas
metabolicas cronicas, obesidade e resisténcia a insulina. A composicao lipidica das dietas
ocidentais modernas passou a apresentar 35-40% das calorias derivadas de lipidios,
distribuidas em SFA 12-15%, MUFA 12-15% e PUFA 8-12%, com predominancia de
n-6 provenientes de Oleos vegetais refinados e margarinas, enquanto EPA ¢ DHA
tornaram-se relativamente escassos (Calder, 2006, 2015b, 2022a; Simopoulos, Artemis,
2016b, 2016a; Simopoulos, Artemis P., 2020; Simopoulos, Artemis P.; DiNicolantonio,
2016).

Figura S — Contribuicao histérica de diferentes fontes vegetais e animais de gordura
para o fornecimento médio global de gordura por pessoa (1961-2018).
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Legenda: O grafico ilustra o aumento consistente na contribui¢ao total de gordura para a
energia dietética global, que ultrapassou o alvo populacional de 27,5% baseado nas
recomendacdes da Organizacdo das Nacdes Unidas para a Alimentagdo e a Agricultura.
As fontes sdo categorizadas em gorduras de base vegetal e animal, e o grafico evidencia
uma marcante transigao dietética caracterizada pelo aumento significativo na participagao
das gorduras de base vegetal, notadamente 6leos adicionados como o 6leo de soja, 6leo
de palma e 6leo de girassol. As gorduras provenientes de fontes animais (carne, laticinios)
também aumentaram, mas o crescimento na ingestdo total de gordura ¢
predominantemente impulsionado pelo consumo crescente de 6leos vegetais processados

ao longo do periodo analisado. Fonte: (Bajzelj; Laguzzi; R66s, 2021).

Em paralelo, algumas regides mantiveram padrdes lipidicos mais equilibrados.
No Mediterraneo, a dieta apresenta 35-40% das calorias de lipidios, com MUFA n-9 15-
20%, SFA 7-10%, PUFA 5-10% e razdo n-6/n-3 entre 3:1 e 5:1. Dietas japonesas ou do
Leste Asiatico possuem SFA 6-8%, MUFA 12-15%, PUFA 7-10% e alta ingestdao de

EPA/DHA, mantendo n-6/n-3 ~3:1. Fontes lipidicas incluem peixes, frutos do mar, algas,
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sementes de gergelim, soja e azeites locais, garantindo equilibrio entre PUFA pro6 e anti-
inflamatoérios, suporte ao metabolismo neural e cardiovascular (Dernini; Berry, 2015;

Haile; Neme; Belachew, 2017; Zhang et al., 2015).

Nos Estados Unidos, a transi¢ao nutricional foi marcada por consumo elevado de
carnes processadas, fast food, 6leos de milho e soja, elevando SFA e n-6, com razao
n-6/n-3 frequentemente acima de 15:1. A ingestdo lipidica média alcanca 35-40% das
calorias, com SFA 12-14%, MUFA 12-14% e PUFA 8-12%, refletindo dietas altamente
industrializadas, com déficit relativo de LC-PUFA n-3 (Simopoulos, 2002; Renaud et al.,
2014). Na India, observa-se heterogeneidade marcada. Populagdes vegetarianas ou
veganas urbanas consomem maior quantidade de dleos vegetais (girassol, canola, soja),
ghee e oleaginosas, resultando em SFA 10-12%, MUFA 8-12%, PUFA 6-10%, com
n-6/n-3 entre 10:1 e 15:1. Em comunidades costeiras e rurais, o consumo de peixes de
agua doce e salgada aumenta LC-PUFA n-3, equilibrando parcialmente a razdo

n-6/n-3(Lakshmipriya et al., 2020; Mani; Kurpad, 2016; Udipi et al., 2006) .

No Brasil, a dieta urbana contemporanea ¢ caracterizada pelo predominio de
alimentos ultraprocessados, 6leos vegetais refinados, carnes bovina e suina, frituras e
produtos industrializados, com composi¢do lipidica estimada em SFA 12-14%, MUFA
10-12%, PUFA 10-12%, e razdo n-6/n-3 frequentemente acima de 15:1. Populagdes
costeiras e indigenas ainda mantém consumo regular de peixes, frutos do mar, castanhas,
Oleos de palma nativa e azeites regionais, promovendo melhor aporte de EPA e DHA,
mantendo n-6/n-3 entre 4:1 e 6:1. No entanto, a superabundancia calérica combinada a
redugdo da atividade fisica contribui para obesidade, sindrome metabolica e doencas
cardiovasculares, refletindo o classico mismatch evolutivo (Alves et al., 2024; de Castro

et al.,2009; de Lima et al., 2021; De Sousa ef al., 2019).
4.4 ABSORCAO, TRANSPORTE E INCORPORACAO DE ACIDOS GRAXOS

A absorc¢ao de acidos graxos inicia-se no intestino delgado (Figura 6), sobretudo
no jejuno, onde os lipidios alimentares, majoritariamente na forma de triglicerideos,
fosfolipidios e ésteres de colesterol, sdo inicialmente emulsificados por sais biliares
secretados pela vesicula biliar. A emulsificagdo aumenta a area de superficie para a acao

das lipases pancredticas, incluindo a lipase pancreatica cldssica e a colipase, que
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hidrolisam triglicerideos em monoglicerideos e dcidos graxos livres, e os fosfolipidios em
lisofosfolipidios e acidos graxos.
Figura 6 — Digestao e absor¢ao dos lipidios
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Legenda: A - Digestdo intraluminal: as grandes goticulas de gordura s3o primeiramente
emulsificadas pelos sais biliares em goticulas menores. A lipase pancreatica, colipase e
fosfolipase atuam sobre os triglicerideos (TAG) emulsificados, quebrando-os em 4cidos
graxos (FA), monoglicerideos (MAG) e lisofosfolipidios (LPL). Estes produtos se
organizam em micelas mistas, que transportam os lipidios hidrofobicos. B - Absor¢ao
pelo enterocito: Os FA, MAG e LPL sdo transportados para o reticulo endoplasmatico,
onde sdo reesterificados para formar TAG e fosfolipidios (PL). Estes lipidios sdo entdo
embalados no aparelho de Golgi com apolipoproteinas em quilomicrons, que sao
liberados na circulacdo linfatica, enquanto os acidos graxos de cadeia curta (SCFA) sdo
transportados pela circulagao sanguinea. Fonte: (Harbans Lal; Ashuma Sachdeva, 2025).

Os é4cidos graxos de cadeia curta e média (<12 carbonos) podem difundir
passivamente através da membrana apical dos enterocitos, enquanto os acidos graxos de
cadeia longa (>14 carbonos), incluindo MUFA n-9, n-7 e LC-PUFA n-3 e n-6, dependem
de proteinas transportadoras, como CD36/FAT, FABPpm (fatty acid binding protein,
membrana plasmatica) e FATP1-6 (fatty acid transport proteins), que facilitam sua entrada
e previnem agregacdo lipidica intracelular. Esse transporte ¢ regulado por fatores
dietéticos, hormonais (insulina, colecistocinina) e sinalizacdo intracelular, ajustando a

captacao de acordo com o estado energético do organismo (Cifarelli; Abumrad, 2018;
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Jadhav; Annapure, 2023; Pepino et al., 2014; Schonfeld; Wojtczak, 2016; Zhao et al.,
2021).

Apo6s a entrada nos enterdcitos, os acidos graxos sdo rapidamente ativados por
acil-CoA sintetases (ACS), formando acil-CoA, forma necessaria para incorporagdo em
triglicerideos, fosfolipidios ou ésteres de colesterol (Figura 7). A resintetizacdo de
triglicerideos ocorre principalmente no reticulo endoplasmatico liso via a via de
monoacilglicerol, utilizando glicerol-3-fosfato aciltransferase (GPAT), acilglicerol-3-
fosfato aciltransferase (AGPAT) e diacilglicerol aciltransferase (DGAT). Fosfolipidios e
ésteres de colesterol também sao reesterificados, garantindo a formagdo de quilomicrons,
lipoproteinas ricas em triglicerideos e estabilizadas por ApoB-48 e fosfolipidios
superficiais. Quilomicrons sdo liberados pelos enterocitos na linfa, evitando o
metabolismo hepatico de primeira passagem e entrando na circulagdo sistémica via ducto

toracico (Igbal; Hussain, 2009; Yamashita et al., 2014; Yen et al., 2008; Yu et al., 2018).

Figura 7 — Via de Biossintese de Triglicerideos (TAG) ¢ Acido Fosfatidico (PA), com
Compartimentaliza¢ao Subcelular
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Legenda: O diagrama detalha a sintese lipidica no reticulo endoplasmatico e na
mitocondria, sendo a pool de Acil-CoA a fonte de 4cidos graxos. O Acido Lisofosfatidico
(LPA) ¢ formado a partir de G3P (Glicerol-3-Fosfato) GPAT1-GPAT4 e
subsequentemente acilado pela AGPAT para formar o Acido Fosfatidico (PA). PA é um
ponto de ramificacdo central: pode ser usado na sinalizagao celular ou desfosforilado pela
Lipina para formar Diacilglicerol (DAG). O DAG ¢ o precursor imediato dos
Triglicerideos (TAG), reacao catalisada pela DGAT (Diacilglicerol Aciltransferase). O
TAG ¢ entdo armazenado nas goticulas lipidicas. A enzima GPAT2 estd associada a
mitocondria, onde LPA e PA podem interagir com a B-oxidagdo e sinalizac¢do celular.
Fonte: (Yu et al., 2018).

Involved
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No plasma, os quilomicrons interagem com lipase lipoproteica (LPL), ancorada
na superficie endotelial de capilares no tecido adiposo, musculo esquelético e coragao,
hidrolisando triglicerideos em acidos graxos livres que sdo entdo captados por células-
alvo (Figura 8). O transporte intracelular ¢ facilitado por FABPs citosdlicas, que
direcionam os 4cidos graxos para mitocondrias (para [-oxidacdo), reticulo
endoplasmatico (para sintese lipidica) ou glicerofosfolipidios de membrana. A entrada de
acil-CoA de cadeia longa na matriz mitocondrial ¢ regulada pelo sistema carnitina-
palmitoiltransferase (CPT1/CPT2), sendo altamente seletiva para 4cidos graxos
saturados, monoinsaturados e poli-insaturados de diferentes familias, e modulada por
sinais energéticos como niveis de malonil-CoA (Feingold, 2024; Giudetti et al., 2016;
Pirahanchi; Anoruo; Sharma, 2023; Schreurs; Kuipers; Van Der Leij, 2010; Schwenk et
al., 2010; Storch; Corsico, 2023).

Figura 8 — Acio da Lipase Lipoproteica na distribui¢io de Acidos Graxos
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(musculo e figado) a partir de VLDL ou Quilomicron. O processo ¢ iniciado pela LPL,
uma enzima sintetizada pelas células (1) e ancorada a superficie endotelial via heparan
sulfato proteoglicanos (HSPG) e GPIHBP (2 e 3). No lumen vascular, as TRLs sdo
ativadas pela Apo CII (4), permitindo que a LPL hidrolise os TG em Glicerol (7) e Acidos
Graxos (FA) (5). Os FA resultantes sdo captados pelos tecidos, onde podem ser utilizados
para -oxidagdo (producdo de energia, 8) ou para armazenamento nas células de gordura
(9). Uma porc¢ao dos FA (Spillover, 5-30%) retorna a circulagdo (10). O quadro detalha a
regulagdo da LPL, indicando a Insulina e as Apo CII, AIV e AV como principais
ativadores, e as Apo CIII, ANGPTL 3, 4, e 8 como principais inibidores. Fonte:
(Gugliucci, 2024).
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A incorporacdo de LC-PUFA n-3 e n-6 em fosfolipidios de membrana ocorre
preferencialmente nas posigdes sn-2 e sn-1 do glicerol, conferindo fluidez, flexibilidade
e funcionalidade a bicamada lipidica (Figura 9). Esses acidos graxos também sao
precursores de moléculas bioativas, incluindo eicosanoides, resolvinas, maresinas e
proteinas lipidicamente modificadas, que regulam processos inflamatorios, vasculares e
neuronais. A distribuicdo especifica ¢ controlada por enzimas remodeladoras, como
LPCAT (lysophosphatidylcholine acyltransferase), ACSL4 (acyl-CoA synthetase long-
chain family member 4) e PLA2 (fosfolipase A2), permitindo integragdo precisa entre
sinalizacdo lipidica e estrutura celular (Dyall et al., 2022; Harayama; Shimizu, 2020;

Hashidate-Yoshida et al., 2015; Qiu, Yuxiang et al., 2024).

Figura 9 — Estrutura dos glicerofosfolipideos
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Legenda: Natureza anfifilica do fosfolipidio, essencial para a formacao de bicamadas
lipidicas. A: Formula estrutural, destacando o cabega hidrofilica (composta por um grupo
Fosfato, um Glicerol e um grupo R varidvel) e duas caudas hidrofébicas formadas por
acidos graxos, sendo uma saturada e a outra insaturada (apresentando uma dobra). B:
modelo de preenchimento de espago (Space-filling model), que demonstra a conformagao
tridimensional da molécula. C: simbolo esquematico convencional, onde o circulo azul
representa a cabeca polar e as linhas/caudas amarelas representam as caudas apolares.
Fonte: https://www.crodapharma.com/mediaassets/images/health-care/health-care-new-
website/product-ranges-and-brands/natural-phospholipids/phosphatidylcholine.jpg.
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Além disso, a absor¢ao e incorporagdo de acidos graxos sdo influenciadas por
fatores como idade, estado nutricional, composi¢ao da dieta, microbiota intestinal e
capacidade antioxidante celular, sendo criticos para preservar a integridade dos LC-PUFA
n-3 e n-6 frente a oxidagdo lipidica, altamente prevalente devido as multiplas
insaturagdes. A coordenacgdo entre transporte, ativagdo, esterificagcdo, incorporacdo em
membranas e armazenamento intracelular evidencia a complexidade e a precisdo do
metabolismo de acidos graxos, que conecta diretamente a ingestdo dietética com a
funcionalidade celular, modulando energia, sinalizagdo, inflamacdo e saide metabdlica
(Ali et al., 2023; Chen, Yuhua et al., 2024; Smolinska et al., 2024; Woudstra; Thomson,
2002).

A Lipase Lipoproteica (LPL) constitui o elo central entre o transporte plasmatico
de lipidios e seu destino tecidual, regulando de forma precisa a parti¢do energética dos
acidos graxos (Figura 10). Essa enzima hidrossolivel, sintetizada principalmente por
adipocitos e células musculares, ¢ translocada para a superficie endotelial dos capilares,
onde se ancora a proteoglicanos de heparan-sulfato para exercer sua fungdo catalitica. A
LPL hidrolisa os triglicerideos presentes no nucleo dos quilomicrons de origem dietética
e das VLDL hepaticas, liberando acidos graxos livres (AGL) e glicerol no plasma. Esses
AGL sdo rapidamente captados pelos tecidos adjacentes, sob regulacdo do estado
metabolico (Lutz et al., 2001; Muscella et al., 2020; Song et al., 2022; Wu; Kersten; Qi,
2021).

No tecido adiposo, a a¢ao da insulina no periodo pos-prandial estimula a atividade
da LPL, direcionando os AGL para reesterificacdo e armazenamento sob a forma de
triglicerideos. Nos tecidos adiposo e muscular, esses triglicerideos sdo organizados em
goticulas lipidicas estabilizadas por proteinas da familia perilipina, que controlam a
liberagdo gradual dos acidos graxos conforme a demanda energética celular. Em
contraste, no musculo esquelético e cardiaco, a atividade da LPL fornece substrato para
-oxidagdo mitocondrial e geragcdo de ATP. O metabolismo diferencial de acidos graxos
saturados, monoinsaturados e poliinsaturados nesses tecidos ¢ essencial para a
manuten¢do da homeostase energética, regulagdo do metabolismo oxidativo e prevencgao
de lipotoxicidade. (Brasaemle, 2007; Frithbeck et al., 2014; Griseti et al., 2024; Kimmel,
Sztalryd, 2016; Morales; Bucarey; Espinosa, 2017; Muscella et al., 2020).
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Figura 10 — Mobilizagdo e utilizacdo de 4cidos graxos
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Legenda: Balango dindmico entre o armazenamento e a mobilizagdo de lipidios. A -
Adipdcito: A lipolise € estimulada por hormonios (epinefrina, norepinefrina, glucagon)
via receptores B-adrenérgicos, que ativam a adenilil ciclase para elevar o cAMP e ativar
a PKA. A PKA fosforila a perilipina e a HSL (Lipase Sensivel a Hormonio), promovendo
a quebra de DAG (Diacilglicerol) em MAG (Monoglicerol) e FA (Acidos Graxos), que
sdo exportados para a circulacdo via aFABP. A lipdlise também ¢ regulada pela ATGL
(Lipase de Triglicerideos Adipocitarios) e CGI-58. A Insulina inibe este processo via
PKB/Akt. B - Vaso Sanguineo: Os FA sdo transportados pela albumina, ¢ os TAG das
lipoproteinas (HDL, VLDL, CM) sao hidrolisados pela LPL. C — Células Musculares:
Os FA extracelulares sdo transportados para o citosol pelo FAT/CD36 ¢ FATP. No
mioécito, os FA podem ser reesterificados em IMTG (Triglicerideos Intramiocelulares) ou
entrar na mitocondria para B-oxidagdo via o sistema CPTI1/CPT2 (Carnitina
Palmitoiltransferase) e gerar ATP pelo Ciclo de TCA e fosforilagdo oxidativa. O
metabolismo lipidico nuclear ¢ regulado por fatores de transcricdo como PPARs, com
ativacdo e inibi¢do por insulina e GH. Fonte: (Muscella et al., 2020).

4.5 METABOLISMO E PRODUCAO DE LIPIDIOS BIOATIVOS

Os lipidios bioativos constituem uma classe funcional de moléculas derivadas de
acidos graxos que transcendem o papel estrutural das membranas celulares, atuando como
mediadores centrais da sinalizacdo intracelular, moduladores da inflamacao, da apoptose,
do metabolismo energético e da homeostase tecidual (Figura 11). Entre os principais
lipidios bioativos destacam-se os eicosanoides, resolvinas, maresinas, protectinas,
prostaglandinas, leucotrienos, lipoxinas, ceramidas, fosfatidilinositideos e diacilglicerois.
A sintese desses mediadores estd intimamente relacionada a mobilizacao de 4cidos graxos
de membranas fosfolipidicas, catalisada pela PLA2, que libera os é4cidos graxos da
posicao sn-2 do glicerol para reagdes enzimaticas subsequentes (Artru et al., 2022; Casati
et al., 2021; Chiurchiu; Leuti; Maccarrone, 2018; Duan et al., 2021; Korpak et al., 2024;
Wasserman; Venkatesan; Aguirre, 2020).
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Figura 11 — Producao de lipidios bioativos a partir da mobiliza¢io pela PLA2
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Legenda: Vias de liberagdo e metabolizacdo de lipidios de membrana que geram
moléculas sinalizadoras. A reacdo inicial envolve a hidrolise do grupo acila na posicao
sn-2 dos glicerofosfolipidios (GPLs) pela Fosfolipase A2 (PLA2), liberando os PUFAs
(representados por R>-COOH) e um lisofosfolipidio (LPLs). Os PUFAs sao
metabolizados por trés principais familias de enzimas: LOXs (Lipooxigenases), gerando
HPETEs (4cidos hidroperoxieicosatetraendicos) e LTs (Leucotrienos); COXs
(Ciclooxigenases), gerando PGs (Prostaglandinas) e TXs (Tromboxanos); e CYP450
(Citocromo P450), gerando HETEs (acidos hidroxieicosatetraenodicos) e EETs
(Epoxieicosatrienoicos). Os lisofosfolipidios (LPLs) sdo metabolizados pelas LPLDs
(Lisofosfolipase D) em LPAs (Acido Lisofosfatidico). Todos os metabolitos gerados
atuam como moléculas bioativas envolvidas em fungdes celulares criticas, incluindo
construgdo do citoesqueleto, proliferacao celular, sinalizagdo, sobrevivéncia, apoptose,
inflamagao e cancer. Fonte: (Khan; Ilies, 2023).

Nos vertebrados, os principais precursores endogenos: AA (20:4n-6), EPA (20:5n-
3) e DHA (22:6n-3), sdo metabolizados por trés familias enzimaticas centrais:
ciclooxigenases (COX), lipoxigenases (LOX) e citocromos P450 (CYP450) (Figura 12).
A via COX, mediada pelas isoformas COX-1 e COX-2, converte o AA em
prostaglandinas, prostaciclinas (PGI2) e tromboxanos, que, além de regular processos
inflamatorios, agregacdo plaquetaria, vasodilatagcdo e hemostasia, modulam proliferacdo
e sobrevivéncia celular, influenciando sinalizagdes intracelulares como MAPK/ERK,
PI3K/Akt e NF-xB, remodelagem do citoesqueleto, migracao celular e expressao génica
de fatores de crescimento (Biernacki; Skrzydlewska, 2025; Korbecki et al., 2023; Ma et

al., 2025; Ni; Liu, 2021).

A via LOX gera leucotrienos e lipoxinas; os leucotrienos promovem quimiotaxia
de leucocitos e amplificacao da inflamacao, enquanto as lipoxinas desempenham papel
crucial na resolugdo inflamatoria e manutencdo da homeostase tecidual, agindo sobre

receptores GPCR e fatores nucleares como PPARy, modulando apoptose, autofagia,



54

integridade epitelial e remodelagem da matriz extracelular. Paralelamente, as enzimas
CYP450 produzem epoxidos e hidroxieicosanoides que modulam tonus vascular,
angiogénese, metabolismo renal e energético, diferenciando adipocitos e influenciando
canais i0nicos e proteinas quinases dependentes de lipidios (Chandrasekharan; Sharma-

Wali, 2015; Fleming, 2011; Panigrahy et al., 2010; Serhan; Levy, 2018).

Figura 12 - Lipidios bioativos derivados de AA, EPA e DHA
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Legenda: Liberacio PUFAs de membrana, como o AA, EPA e DHA, via agcdo da PLA2.
Os metabolitos do AA formam a via inflamatdria (vermelho), predominantemente através
das COXs produzindo PG e TX e LOXSs produzindo LT. As vias do EPA e DHA formam
a via resolutiva (azul), gerando moléculas como as Resolvinas ¢ Maresinas. O painel
inferior detalha os receptores EP, TP, GPR, ativados por esses mediadores e as vias de
sinalizagdo celular associadas cAMP, ERK, NF-kB, que regulam as respostas
inflamatorias e a sua resolug¢do. Fonte: (Alba et al., 2023).

Nos PUFA n-3, EPA e DHA sdo substratos para mediadores especializados na
resolucao da inflamagdo, incluindo resolvinas das séries E e D, maresinas e protectinas.
A formacdo desses mediadores depende de oxidagdo sequencial mediada por LOX e
CYP450, podendo atuar localmente ou em sinalizagdo paracrina e enddcrina. As
resolvinas estabilizam membranas plasmaticas, mantém a fun¢do sindptica e modulam
receptores de neurotransmissores, além de regular transporte vesicular e sinalizagdo
mitocondrial, contribuindo para neuroprotecdo e plasticidade celular. As maresinas,
sintetizadas predominantemente em macrofagos durante a resolugdo inflamatoria,
facilitam a fagocitose de células apoptoticas, remodelagem tecidual e expressdo de
proteinas de adesdo e barreira endotelial. As protectinas derivadas do DHA exercem
efeitos neuroprotetores e cardioprotetores, regulando canais de calcio, bombas idnicas,

equilibrio redox e processos de autofagia, apoptose e proliferacao celular em tecidos
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neurais, musculares e epiteliais (Daly; O’Sullivan; O’Sullivan, 2022; Duvall; Levy, 2016;

Ferreira et al., 2022; Kwon, 2020).

Além dos eicosanoides e mediadores resolutivos (Figura 13), lipidios bioativos
incluem ceramidas e esfingolipidios, derivados do metabolismo da esfingosina-1-fosfato
(S1P) e diacilglicerdis (DAG), modulando apoptose, diferenciacdo celular, resisténcia a
insulina, estresse oxidativo e sinaliza¢cdo inflamatoria. A sintese de ceramidas inicia-se
com a serina-palmitoiltransferase (SPT), seguida por N-acilagdo e desaturacdo, sendo
sensivel a disponibilidade de 4cidos graxos saturados e ao estado redox celular.
Ceramidas e esfingolipidios influenciam vias de sinalizacdo como NF-xB, JNK e Akt,
conectando o estresse metabodlico a regulacao do destino celular (Bandet et al., 2019;

Hammad; Lopes-Virella, 2023; Holland; Summers, 2008; Petersen; Shulman, 2017).

Os fosfatidilinositideos, incluindo PI, PIP, PIP> e PIP3, funcionam como segundos
mensageiros centrais em vias de sinalizagdo como PI3K-Akt, controlando crescimento
celular, metabolismo energético, transporte de glicose e sobrevivéncia celular. A hidrolise
do PIP; pela fosfolipase C gera DAG e inositol-1,4,5-trifosfato (IP3), coordenando
liberacao de Ca?" intracelular, ativacdo de proteina quinases dependentes de lipidios e
remodelagem do citoesqueleto, integrando sinais extracelulares a regulagdo metabolica,
proliferativa e apoptotica (Czech, 2000; Harraz; Hill-Eubanks; Nelson, 2020; Luong et
al., 2025; Mandal, 2020; Tariq; Luikart, 2021).

O metabolismo de lipidios bioativos ¢ altamente dinamico, regulado por fatores
nutricionais, hormonais e redox. Alteracdes na razdo n-6/n-3 da dieta influenciam a
composicao das membranas celulares e, consequentemente, o perfil de eicosanoides e
resolvinas produzidos, impactando inflamagdo, homeostase cardiovascular e
neuroprotecdo. Enzimas remodeladoras como aciltransferases, fosfolipases e desaturases
possibilitam reciclagem de acidos graxos e geragdo de mediadores especificos em
resposta a sinais fisioldgicos ou patoldgicos (Artru et al., 2022; Christi; Harwoo, 2020;

Harwood, 2023; Serhan et al., 2000; Stables; Gilroy, 2011).

A integragdo entre absor¢do, transporte, incorpora¢cdo ¢ metabolismo de acidos
graxos resulta em uma rede lipidomica adaptativa, capaz de ajustar continuamente a
produgdo de lipidios bioativos conforme disponibilidade de substrato, estado inflamatorio

e demandas metabolicas. Dessa forma, os dcidos graxos atuam nao apenas como blocos
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estruturais de membranas, mas como reguladores ativos de fungdes bioldgicas essenciais,
com papel central na homeostase celular, adaptacdo metabodlica, protecao tecidual e
potencial teraputico em estratégias baseadas em lipidios funcionais (Dennis, 2015;
Hammond; Burke, 2020; Kaffe et al, 2024; Wasserman; Venkatesan; Aguirre, 2020;
Wymann; Schneiter, 2008).

Figura 13 — Producao de segundos mensageiros produzidos a partir das fosfolipases
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Legenda: Rotas enzimaticas que geram lipidios sinalizadores a partir de lipidios
estruturais. A: hidrélise de glicerofosfolipidios por diferentes classes de fosfolipases: a
Fosfolipase C gera Diacilglicerol e Inositol 1,4,5-Trisfosfato, a Fosfolipase D gera Acido
Fosfatidico, e a Fosfolipase A2 gera Lisofosfatidico e Acido Araquidonico. B:
metabolismo dos Esfingolipidios, destacando a interconversdo entre Ceramida,
Esfingosina e Esfingosina-1-Fosfato, regulada pelas enzimas Ceramida-1-fosfato
fosfatase, Ceramida quinase, Ceramidas e Esfingosina-1-fosfato fosfatase, gerando

moléculas de sinalizacao lipidica crucial. Fonte: (Spaulding; Bollag, 2022).
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4.6 EFEITOS BENEFICOS NA SAUDE HUMANA

Os LC-PUFAs desempenham papéis fundamentais na manutencdo da satude
humana, participando ativamente de processos fisiologicos essenciais (Figura 14). Esses
lipidios insaturados contribuem para a integridade estrutural das membranas celulares,
regulagdo da resposta inflamatdéria, funcdo cardiovascular, desenvolvimento
neuromuscular € modulagao do metabolismo energético (Christi; Harwoo, 2020; Grujic-
Milanovi¢ et al., 2021; Madore ef al., 2020; Miles; Childs; Calder, 2021b; Nicholls et al.,
2020a; Rahimi et al., 2024; Shrestha et al., 2020b). Além disso, numerosos estudos
apontam para seus efeitos preventivos e terapéuticos em diversas condigdes clinicas,
incluindo doencas cardiovasculares, neurodegenerativas, inflamatorias e metabdlicas,
destacando sua importancia na nutricdo e na farmacologia moderna (Bayram; Kiziltan,
2024a; Isesele; Mazurak, 2021; Liput et al., 2021; Simopoulos, Artemis P., 2020; Stoffel
et al., 2020; Tachtsis et al., 2020; Zhang et al., 2022b).

Figura 14 — Efeitos sistémicos dos PUFA
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Legenda: destino e a acdo dos PUFAs n-3 e n-6 no organismo. 1. PUFAs dietéticos sao
consumidos e 2. incorporados na bicamada lipidica da membrana celular, substituindo
lipidios existentes. 3. A libera¢do desses PUFAs pela PLA2 inicia cascatas metabodlicas
distintas: o AA e seus derivados geram mediadores predominantemente pro-
inflamatorios, enquanto o EPA e o DHA geram mediadores anti-inflamatorios e
resolutivos. 4. Esses mediadores exercem efeitos bioldgicos cruciais no sistema nervoso
central, sistema cardiovascular, muasculo e osso e sistema imunologico. 5. Os niveis de
PUFA no tecido adiposo podem ser utilizados como reflexo da incorporagdo de PUFA na
membrana e sdo acessiveis por biopsia para avaliagdo clinica e de pesquisa. Fonte: (De
Caterina; Madonna, 2018).
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Os LC-PUFA, em especial os n-3 (EPA ¢ DHA) e n-6 (AA), desempenham
fungdes cruciais na homeostase fisiolégica e no tratamento terapéutico de multiplas
patologias. Estes lipidios estruturais modulam a fluidez e a permeabilidade das
membranas plasmaticas, influenciam a formag¢ao de microdominios lipidicos e participam
da sinalizacdo intracelular por meio da geragdo de eicosanoides, resolvinas e protectinas,
que regulam a resposta inflamatoria e promovem a resolu¢cdo do processo inflamatério
(Calder, 2015b; Duan et al., 2021; Korpak et al., 2024). Adicionalmente, esses acidos
graxos exercem efeitos diretos na expressdo génica e na modulagdo epigenética de
processos inflamatorios, agindo como ligantes de receptores nucleares como os PPARs,
o que reforca seu papel central na regulagao metabolica e imunolédgica (Marion-Letellier;

Savoye; Ghosh, 2016; Shrestha et al., 2020b).

Suas propriedades imunomoduladoras, neuroprotetoras e antioxidantes sao
amplamente investigadas em contextos clinicos, evidenciando seu potencial na mitigacao
de doencas cardiovasculares, neurodegenerativas, autoimunes, inflamatorias cronicas e
metabolicas. Assim, os acidos graxos Omega configuram-se como biomoléculas
estratégicas para intervengdes terapéuticas avangadas, com impacto significativo na
modulagdo de processos patofisioldgicos complexos (Christi; Harwoo, 2020; Korpak et
al., 2024; Liput et al., 2021). Estudos apontam que a a¢do desses mediadores lipidicos
ndo apenas modula a inflamagdo, mas também exerce papel determinante na protecao
cardiovascular, regulacdo da pressdo arterial, controle do metabolismo lipidico e
prevencado da disfuncao endotelial. Em populacdes idosas, os efeitos neuroprotetores e
antioxidantes dos LC-PUFA contribuem para a preserva¢do da fungdo cognitiva e a
atenuacdo dos processos degenerativos associados ao envelhecimento (Calder, 2022a;

Liput et al., 2021; Simopoulos, Artemis P., 2020).

Os LC-PUFA, desempenham um papel determinante na fisiopatologia ¢ no
manejo terapéutico das doencas metabdlicas, incluindo resisténcia a insulina, obesidade
e regula¢do do metabolismo energético (Calder, 2015b; Khan ef al., 2023). Esses lipidios
modulam a sinalizagdo celular em nivel molecular, influenciando cascatas como as vias
do receptor ativado por proliferador de peroxissomo (PPAR-a e PPAR-y), a via NF-xB ¢
a sinalizacdo mediada por adipocinas, resultando na atenuagdo do estado inflamatério
cronico que caracteriza a resisténcia insulinica (Fedullo et al., 2021; Feng et al., 2021; Li
et al., 2020; Romacho et al., 2015). Os efeitos benéficos incluem ainda a ativagdo da

AMPK, inibi¢ao da lipogénese hepatica e estimulo a diferenciacdo de adipdcitos bege, o
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que contribui para a termogénese adaptativa e controle da adiposidade visceral (Flachs

et al., 2013; Kalupahana; Goonapienuwala; Moustaid-Moussa, 2020).

Adicionalmente, os 4acidos graxos Omega-3 promovem a melhoria do perfil
lipidico plasmatico, a ativagdo da beta-oxida¢dao mitocondrial e a indug¢do de termogénese
por meio da regulacdo da expressdo de UCP-1 (proteina desacopladora 1) no tecido
adiposo marrom, contribuindo para a redugdo da adiposidade e a melhora da homeostase
energética (Baum et al., 2015; Kalupahana; Goonapienuwala; Moustaid-Moussa, 2020;
Pandurangan et al., 2020; Simopoulos, Artemis, 2016b). A influéncia desses lipidios em
orgdos metabolicamente ativos, como figado, musculo esquelético e tecido adiposo,
evidencia seu potencial terapéutico multifacetado na mitigagdo das disfuncdes
metabolicas complexas associadas a obesidade e diabetes tipo 2. Entretanto, a
heterogeneidade interindividual na resposta a esses compostos destaca a necessidade de
abordagem personalizada, levando em conta polimorfismos genéticos € o microbioma

intestinal como moduladores-chave da eficacia terapéutica (Berger et al., 2017).

Além disso, evidéncias acumuladas sugerem que os LC-PUFA modulam
positivamente processos associados ao envelhecimento, como estresse oxidativo,
inflamacao cronica de baixo grau (inflammaging) e perda de massa muscular. O EPA e o
DHA promovem a expressdo de genes antioxidantes e a preservacdo da integridade
mitocondrial, contribuindo para a manuten¢do da funcionalidade celular em idosos
(Azzolino et al., 2024; Crivelli et al., 2020; Qiu, Xiaorou et al., 2024). Modelos
experimentais também indicam que a suplementagcdo com n-3 pode retardar a sarcopenia

e o declinio cognitivo.

4.7 EFEITOS ADVERSOS NA SAUDE HUMANA

Os LC-PUFA, apresentam elevada suscetibilidade a oxidacao lipidica em virtude
da presenca de multiplas ligacdes duplas em sua estrutura molecular (Figura 15). Tal
caracteristica confere instabilidade quimica, tornando-os particularmente vulneraveis a
degradagdo quando expostos a agentes ambientais como oxigénio, radiagdo luminosa,
variagoes térmicas e ions metalicos cataliticos (Beltrame et al., 2023; Christi; Harwoo,
2020; Klooster; Schroén; Berton-Carabin, 2023). A oxida¢do lipidica culmina na
formagdo de produtos secundarios altamente reativos, incluindo hidroperdxidos e
aldeidos, os quais podem comprometer a integridade funcional dos lipidios e exercer

efeitos citotoxicos e pro-inflamatérios. Dessa forma, a mitigacdo da oxidagdo ¢
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imprescindivel para a preservagao da estabilidade, seguranca e eficacia dos acidos graxos
em formulagdes terapéuticas (Dellarosa et al., 2015; Demets et al., 2023; Nogueira et al.,

2019).

A degradacgdo dos LC-PUFA ¢ modulada por multiplos fatores fisico-quimicos que
aceleram os processos de oxidacdo lipidica e comprometem a integridade estrutural
desses compostos. A exposicdo a radiagdo luminosa, particularmente na faixa do
ultravioleta, induz a formagdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), promovendo a
peroxidacdo das ligacdes insaturadas (Dellarosa et al., 2015; Mattioli et al., 2022;
Migliaccio et al., 2019; Qiu, Baiyu et al., 2024). A elevagdao da temperatura atua como
catalisador, intensificando a cinética das reagdes oxidativas e facilitando a geragdo de
radicais livres. A presenca de oxigénio molecular representa o agente oxidante primario,
que interage diretamente com as duplas ligacdes dos acidos graxos, desencadeando
cadeias reativas que culminam na decomposicao lipidica (Ali ef al., 2019; Runeberg et
al., 2023). Além disso, variagdes no pH do meio podem alterar o estado ionizavel dos
lipidios e influenciar a velocidade das reacdes quimicas envolvidas, afetando a
estabilidade e a solubilidade dos acidos graxos (Chen et al., 2022; Suyuti; Hendradi;
Purwanti, 2023). A convergéncia desses fatores configura um cenario desafiador para a
preservagdo da estabilidade e funcionalidade dos 4cidos graxos em sistemas
farmacéuticos e nutracéuticos (Dellarosa et al., 2015; Demets et al., 2023; Nogueira et

al., 2019).

A peroxidagdo dos acidos graxos poli-insaturados resulta na geracdo de uma
variedade de produtos de oxidagdo secunddrios, incluindo hidroperdxidos lipidicos,
aldeidos reativos, cetonas e epdxidos, os quais exibem elevada reatividade quimica
(Christi; Harwoo, 2020; Klooster; Schroén; Berton-Carabin, 2023). Estes metabolitos
oxidados interagem covalentemente com macromoléculas celulares essenciais, como
proteinas, fosfolipidios e 4acidos nucleicos, desencadeando danos bioquimicos e
estruturais que comprometem a funcionalidade celular (Biobaku et al., 2019a; Chaudhary
etal.,2023; Ucar et al., 2019). A acumulagao cronica desses produtos promove disfuncao
mitocondrial, desequilibrio redox e amplificagdo da resposta inflamatéria sistémica,
fatores que contribuem para a progressao de patologias complexas, tais como doencgas
cardiovasculares, neurodegenerativas e metabdlicas (Gonzalez et al., 2020; Jiang; Liu;
Li, 2021a). Adicionalmente, a formacao desses compostos compromete as propriedades

organolépticas e a estabilidade nutricional das formulagdes, impactando negativamente
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sua eficacia terapéutica e seguranca toxicologica (Ali et al., 2019; Chen et al., 2022;

Dellarosa et al., 2015; Runeberg et al., 2023; Suyuti; Hendradi; Purwanti, 2023).

Figura 15 — Mecanismo de morte celular envolvidos na morte celular
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Legenda: vias de morte celular programada dependente de ferro (ferroptose). Os PUFA,
como DHA, EPA e AA, incorporados na membrana celular, sdo oxidados em
hidroperoxidos lipidicos (LOOH) por processos enzimaticos (LOX, COX, CYP450) ou
nao-enzimaticos (ROS, RNS). A acumulacdo de LOOH leva a morte celular. A GPx4
(Glutationa Peroxidase 4) ¢ a enzima central de defesa, que utiliza GSH para neutralizar
LOOH. A entrada de cistina via XCT (SLC7A11) € crucial para manter os niveis de GSH.
A ferroptose é exacerbada pelo acimulo de ferro (Fe?") e inibida por antioxidantes como
a vitamina E e CoQ10, e pela via de transcrigdo NRF2-HO-1/NQOI1. O bloqueio da via
xCT pela Erastin induz a ferroptose. Fonte: (Iuchi; Takai; Hisatomi, 2021).

No entanto, alguns autores apontam que a ingestdo de n-3 em excesso pode
acarretar prejuizos similares aqueles decorrente das altas concentragdes n-6 presentes nas
dietas ocidentais modernas, como aumento dos processos inflamatérios e danos
oxidativos, ganho de peso e alteragdes metabdlicas e estruturais (Bianconi et al., 2018b;
Church et al., 2010b). Ja estdo presentes na literatura alguns trabalhos que mostram a
reducdo do efeito potencial benéfico da suplementacdo com EPA e DHA em doses acima

de 4 e 6 g/dia em humanos com relagdo ao risco de doencas cardiovasculares (Rizos et
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al., 2012; Zhu; Bo; Liu, 2019), pressao arterial (Zhang et al., 2022) e diabetes (Hu,
Mingyuan et al., 2022). Com relagao ao diabetes, outros estudos demonstraram efeitos
controversos no aumento progressivo das doses de suplementacdo com 6mega 3. Em
populacdes orientais ha reducdo da incidéncia, enquanto em populagdes americanas o
aumento na suplementa¢do ¢ acompanhado pelo aumento de diabetes e sindrome
metabolica (Neuenschwander et al., 2020). Ha também indicios de que o excesso de n-3
possa induzir peroxidagado lipidica, especialmente quando a ingestdo de antioxidantes ¢

insuficiente, exacerbando o estresse oxidativo sistémico (Sherratt et al., 2021).

A regulamentagao relativa as dosagens especificas de acidos graxos n-6 e n-3 em
suplementos nutricionais apresenta-se ainda fragmentada e pouco rigorosa em nivel
global, o que gera implicacdes clinicas relevantes (Uriho et al., 2019b; Zhu; Bo; Liu,
2019b). Diferentes agéncias reguladoras adotam critérios heterogéneos para a
recomendacao e controle das concentragoes de EPA e DHA em formulagdes comerciais,
refletindo a complexidade inerente a avaliacdo de sua biodisponibilidade, eficacia e
seguran¢a (Hooper et al., 2019; Sioen et al., 2017b). Essa auséncia de padronizacio
dificulta a prescri¢do precisa € a monitoracao terapéutica, aumentando o risco de
subdosagem, que pode comprometer os efeitos benéficos desejados, ou sobredosagem,
que estd associada a potenciais efeitos adversos, como alteracdes na coagulacdo
sanguinea e interagdes medicamentosas. Ademais, a variabilidade na qualidade e na
concentracdo dos suplementos disponiveis no mercado impde desafios adicionais a
pratica clinica, enfatizando a necessidade urgente de protocolos regulatorios mais
robustos e uniformes para garantir a seguranca, a eficacia e a consisténcia terapéutica dos
acidos graxos 6mega-3 em aplicagdes nutricionais e farmacéuticas (Anthony et al., 2024;

Hands; Frame, 2024; Radcliffe et al., 2016).

O consumo excessivo ou desequilibrado de acidos graxos, particularmente dos
LC-PUFA n-3 e n-6, pode ocasionar efeitos adversos clinicos significativos que
comprometem a homeostase fisioldgica e a integridade funcional dos sistemas biologicos.
Estudos demonstram que altas doses de n-3, sobretudo EPA e DHA, promovem inibi¢ao
da agregacdo plaquetaria por modulagdo da via do 4cido araquiddnico, resultando em
aumento do tempo de sangramento e risco potencial de eventos hemorragicos,
especialmente em individuos submetidos a terapias anticoagulantes ou com distirbios
hemostaticos pré-existentes (Golanski; Szymanska; Rozalski, 2021; Javaid et al., 2024;

Wachira; Larson; Harris, 2014). Além disso, o desequilibrio na razdo n-6/n-3 pode
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interferir na regulagdo imunoldgica, afetando a producdo de mediadores inflamatorios e
imunomoduladores, o que pode levar tanto a imunossupressao quanto a respostas
inflamatoérias exacerbadas, contribuindo para a susceptibilidade a infecgdes e disfungdes
autoimunes (Liput et al, 2021; Neuenschwander et al, 2020b). Interacdes
medicamentosas também tém sido documentadas, sobretudo envolvendo antiagregantes
plaquetarios, anticoagulantes e imunossupressores, exigindo monitoramento rigoroso em

contextos clinicos (Gross et al., 2017; Javaid et al., 2024).

Figura 16 — Vias de sinaliza¢do mediadas por oxLDL
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Legenda: A oxidacdo da LDL no subendotélio inicia multiplas vias que levam a disfung¢ao
vascular e aterosclerose. A oxLLDL ¢ gerada a partir da LDL através do estresse oxidativo
(via NADPH oxidase, MitoROS e desacoplamento da eNOS). Uma vez formada, a
oxLDL ativa diversas cascatas: 1. A ligagdo ao receptor OLR1 (LOX-1) leva a adesdo de
leucoécitos (via ICAM1, VCAMI1, MCP-1 e iNOS). 2. A oxLDL induz vasoconstri¢ao
através da diminui¢do da eNOS e do aumento de ET1/Angll. 3. A ativagdo de vias como
TGFB (via Smads, Snail, Twist, ZEBs) promove a transi¢do endotélio-mesenquimal
(EndoMT). 4. A oxLDL ativa as vias MAPK e JNKs, culminando na liberagdo de
citocinas e quimiocinas, induzindo inflamagao (via NF-xB, AP-1). 5. A oxLDL promove
a senescéncia (via pl6/p21 e PAI-1) e a trombose (via redugdo de TM e KLF2). 6.
Finalmente, a oxLDL ativa caspases, levando a apoptose, a piroptose e a ferroptose.
Fonte: (Jiang et al., 2022).

A toxicidade relacionada ao consumo excessivo de LC-PUFA (Figura 16)
manifesta-se por alteragdes adversas no perfil lipidico, incluindo aumento das

lipoproteinas de baixa densidade oxidadas (LDLox), que sdo reconhecidas como fatores
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pro-aterogénicos criticos ao promover estresse oxidativo, disfun¢do endotelial e
inflamacao vascular cronica (Findeisen et al., 2022; Hajri, 2018; Poznyak et al., 2021). A
ingestdo desbalanceada entre n-6 ¢ n-3 pode comprometer a sintese fisiologica de
eicosanoides derivados de AA e de EPA, desregulando a resposta inflamatdria e
favorecendo estados pro-inflamatérios persistentes que influenciam negativamente o
metabolismo sistémico (Calder, 2022a; Liput et al., 2021; Simopoulos, Artemis P., 2020;
Yang et al., 2023a). A literatura também evidencia que o excesso pode alterar a fluidez
das membranas celulares e modular negativamente receptores nucleares envolvidos na
homeostase metabdlica, como os PPARs, amplificando os riscos metabdlicos e

cardiovasculares (Ahmadi et al., 2023; Sherratt ef al., 2021).

Considerando a heterogeneidade interindividual na absor¢do, metabolismo e
efeitos farmacodinamicos dos LC-PUA, a monitorizagao clinica individualizada ¢ crucial
para a seguranga e eficacia do tratamento. A avaliacdo periddica de biomarcadores
lipidicos, parametros de coagulacdo, marcadores inflamatorios e funcdo imunoldgica
permite ajustes precisos das doses, minimizando riscos e potencializando beneficios
terapéuticos. Ademais, a avaliagdo do equilibrio da razao n-6/n-3 e do status antioxidante
sistémico auxilia na otimizacdo da terapia, prevenindo complicagdes associadas ao
estresse oxidativo e a disfun¢do metabodlica. Assim, a personalizagdo do tratamento com
acidos graxos 6mega emerge como um requisito indispensavel para o uso seguro e efetivo
desses compostos na pratica clinica contemporanea (Berger ef al., 2017; Shati Bhat et al.,

2024; Tseng et al., 2025).

Aingestdo de EPA e DHA acima de 3 g/dia requer monitoramento clinico rigoroso,
uma vez que doses elevadas podem transitar da faixa terapéutica para niveis associados a
efeitos adversos. Quando a suplementacdo ultrapassa 4-6 g/dia, os beneficios
cardiovasculares observados em doses moderadas tendem a se estabilizar e, em alguns
casos, podem até se reverter, refletindo um efeito de platd ou sobrecarga lipidica. Entre
os riscos potenciais associados a essa suplementagdo excessiva destacam-se o aumento
do tempo de sangramento devido a inibicdo da agregacdo plaquetaria, a modificagdo da
fluidez das membranas celulares que altera a fungdo de receptores nucleares e canais
10nicos, e a elevagdo das lipoproteinas de baixa densidade oxidadas (LDLox), fatores que
podem contribuir para estresse oxidativo vascular, disfung¢ao endotelial e maior propensao
a eventos trombdticos e hemorragicos (Church et al., 2010b; Dennis, 2015; Hammond;

Burke, 2020; Kaffe et al., 2024; Wymann; Schneiter, 2008).
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Esses efeitos adversos indicam que a administragdo de LC-PUFA deve ser
cuidadosamente ajustada a fisiologia individual e ao estado clinico do paciente,
considerando fatores como polimorfismos genéticos, status antioxidante, funcao hepatica
e cardiovascular, bem como interacdes com medicamentos anticoagulantes ou
antiagregantes. A aten¢do a razdo n-6/n-3 e a qualidade do suplemento ¢ igualmente
essencial para minimizar riscos metabolicos, imunoldgicos e cardiovasculares. Dessa
forma, a defini¢dao de limites seguros e a personaliza¢do das doses tornam-se estratégias
centrais para maximizar os efeitos benéficos dos 4cidos graxos n-3, evitando a indugao
de disfungdes celulares e sistémicas associadas a sua suplementagdo excessiva (De
Caterina; Madonna, 2018; Hajeyah et al., 2020; Tuchi; Takai; Hisatomi, 2021; Jiang et al.,
2022).

4.8 LIPIDIOS COMO DISRUPTORES ENDOCRINOS

A crescente compreensdo da interface entre lipidios oxidados e sinalizagdo
hormonal tem revelado um eixo de perturbagdo enddcrina intimamente vinculado ao
metabolismo lipidico celular. As espécies oxidadas derivadas de acidos graxos poli-
insaturados, em especial aldeidos reativos e oxilipinas eletrofilicas, ndo apenas alteram a
integridade estrutural das membranas, mas também interagem diretamente com
receptores nucleares e fatores de transcri¢do hormonossensiveis. Essa reatividade confere
aos lipidios um papel paradoxal: a0 mesmo tempo em que constituem mediadores
metabolicos essenciais, tornam-se moduladores atipicos do sistema endocrino, capazes
de interferir na homeostase esteroidal, tireoidiana e glicidica. O ambiente intracelular, sob
estresse oxidativo persistente, favorece a formacdo de adutos lipoperoxidicos com
proteinas regulatorias, afetando sensores redox e cofatores envolvidos na expressdao
génica dependente de hormonios. Esse processo ndo se restringe a toxicidade celular
direta, mas reverbera sobre a arquitetura de sinaliza¢do interorganica, deslocando o eixo
metabodlico para um estado de desregulacdo enddcrino-inflamatodria cronica (Agagiindiiz

et al., 2024; Alotaibi, 2024; Du et al., 2020; Wang et al., 2021).

Entre os mecanismos centrais dessa disrupgao, destaca-se a interferéncia lipidica
sobre a rede de receptores nucleares, incluindo PPARs, LXRs, RXRs, CAR e PXR, cuja
ativagcdo ¢ sensivel a presenga de ligantes lipofilicos endogenos. Espécies oxidadas
derivadas de PUFA competem com ligantes fisiologicos, alterando a dinamica

conformacional desses receptores e, consequentemente, o recrutamento de coativadores
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e correpressores transcricionais. Tal modulacdo indevida reverbera em cascatas
metabolicas que envolvem a expressao de genes lipogénicos, gliconeogénicos e
esteroidogénicos. Em hepatocitos, por exemplo, o excesso de oxilipinas pode estimular
de modo aberrante vias de PPARa e LXR, amplificando a sintese de lipidios e
promovendo resisténcia insulinica. Em tecidos esteroidogénicos, como adrenais e
gbonadas, a ativacao desbalanceada de PPARy e RXR compromete a esteroidogénese,
redirecionando o fluxo de colesterol e alterando a disponibilidade de pregnenolona e
andrégenos. Dessa forma, o acimulo de espécies lipidicas oxidadas e seus produtos
secundarios nao apenas reflete o estado redox, mas adquire carater sinalizador patologico,
atuando como mediadores de disfuncao enddcrino-metabdlica (Davies et al., 2001;
Delerive et al., 2000; Handschin; Meyer, 2005; Nunn; Bell; Barter, 2007; Rakateli;

Huchzermeier; van der Vorst, 2023).

O impacto enddcrino dos lipidios oxidados transcende a regulagdo imediata da
expressao génica e alcanca o dominio epigenético, onde promove alteragdes persistentes
na programagdo celular (Figura 17). A exposi¢do cronica a espécies lipidicas reativas
durante fases criticas do desenvolvimento induz modificagdes em padrdes de metilagdao
do DNA, remodelamento de histonas e perfis de microRNAs associados a homeostase
metabolica e a sinalizagdo hormonal. A modulacao epigenética de genes controlados por
PPARs, GR (receptor de glicocorticoides) e ER (receptores de estrogénio) ¢€
particularmente sensivel a variacdes na composicao lipidica materna, de modo que o
excesso de acidos graxos altamente insaturados e seus produtos oxidativos pode
reconfigurar de forma duradoura o metabolismo energético da prole. Esses ajustes, que
em um contexto adaptativo poderiam otimizar a sobrevivéncia, tornam-se patologicos em
ambientes pds-natais de abundancia caldrica, contribuindo para a emergéncia de fenotipos
metabolicos desbalanceados, incluindo resisténcia a insulina, hiperlipidemia e disfungao
do eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal (Chung; Kim, 2024; Fradin; Bougneres, 2014;
Gonzalez-Becerra ef al., 2019; Hajri et al., 2021; Mostafavi Abdolmaleky; Zhou, 2024).



67

Figura 17 — As principais caracteristicas das substancias quimicas que perturbam o
sistema endocrino.
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Legenda: As setas identificam as dez caracteristicas-chave especificas (CCs) dos
disruptores enddcrinos (DEs). O simbolo =+ indica que um DE pode aumentar ou diminuir
processos e efeitos. A CC1 afirma que um DE pode interagir com ou ativar receptores
hormonais. A CC2 afirma que um DE pode antagonizar receptores hormonais. A CC3
afirma que um DE pode alterar a expressao de receptores hormonais. A CC4 afirma que
um DE pode alterar a transducao de sinal (incluindo altera¢des na expressao de proteinas
ou RNA, modificagdes pos-traducionais e/ou fluxo i6nico) em células responsivas a
hormoénios. A CC5 afirma que um DE pode induzir modifica¢des epigenéticas em células
produtoras ou responsivas a hormonios. A CC6 afirma que um DE pode alterar a sintese
hormonal. A CC7 afirma que um DE pode alterar o transporte de hormonios através das
membranas celulares. A CC8 afirma que um DE pode alterar a distribui¢do hormonal ou
os niveis de hormonios circulantes. A CC9 afirma que um DE pode alterar o metabolismo
ou a depuragdo hormonal. A CC10 afirma que um DE pode alterar o destino de células
produtoras ou responsivas a hormonios. As acdes dos DEs representadas incluem
amplificacdo e atenuacdo de efeitos. Ac, grupo acetil; Me, grupo metil. Fonte: (La Merrill
et al.,2020).
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No sistema neuroendocrino, a acao disruptiva dos lipidios manifesta-se pela
interferéncia na integracao central de sinais metabolicos e hormonais. A incorporagdo excessiva
de PUFA e derivados oxidados nas membranas neuronais altera a microviscosidade sinaptica e
modifica a dindmica de receptores acoplados a proteina G, canais idnicos e transportadores de
neurotransmissores, afetando a transmissao serotoninérgica, dopaminérgica e noradrenérgica.
Essas alteracdes perturbam a sinalizacao hipotalamica responsavel pela regulagdo do apetite,
do gasto energético e da liberagdo de hormonios tréficos. A ativagdo aberrante de receptores
nucleares lipofilicos em neurdnios hipotalamicos, particularmente PPARy e LXR, compromete
o feedback entre leptina, insulina e grelina, desorganizando o controle neuroendocrino da
homeostase energética. Além disso, a peroxidacdo lipidica mitocondrial no tecido neural
amplifica a producdo de ROS e compromete o acoplamento redox, intensificando o dano
oxidativo e desencadeando vias apoptoéticas e ferroptoticas em neurdnios sensiveis a modulacao
hormonal, como os que regulam o eixo gonadotrofico e tireoidiano (Hajri et al., 2021;

Maciejczyk et al., 2018; Petrovic et al., 2020; Sarruf et al., 2009; Yang et al., 2019).

O excesso de lipidios altamente insaturados e suas oxidagdes nao apenas altera a fungao
neuronal, mas exerce efeitos profundos sobre o sistema imunoldgico, modulando respostas
celulares e humorais de forma complexa. A competicdo entre PUFA n-3 e n-6 pelas vias
enzimaticas de COX e LOX altera o perfil de eicosanoides produzidos, resultando em uma
supressao parcial da sinalizagdo pro-inflamatdria. Embora a reducdo da inflamagdo possa ser
inicialmente protetora, a exposi¢do cronica a altas concentragdes de mediadores anti-
inflamatérios e oxylipinas leva a atenuagdo da ativagdo de macrofagos, diminuicao da
quimiotaxia neutrofilica, redu¢do na maturacio de células dendriticas e comprometimento da
producdo de citocinas centrais, incluindo IL-1B, TNF-a e IFN-y. Consequentemente, o
equilibrio homeostatico do sistema imune ¢ desestabilizado, aumentando a susceptibilidade a
infecgdes oportunistas e diminuindo a eficicia de respostas vacinais, particularmente em
individuos com func¢do imune j& comprometida ou em fases criticas do desenvolvimento (Liput

etal.,2021; Pauls et al., 2018; Wang et al., 2007; Zaloga, 2021; Zeyda et al., 2005).
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Figura 18— Orgios afetados por substincias quimicas que perturbam o metabolismo.
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Legenda: A homeostase energética depende do controle da ingestdo e do gasto energético.
Substancias quimicas que perturbam o metabolismo (MDCs) alteram diretamente a ingestao de
energia, modulando o comportamento neuronal responsavel pela ingestdo de alimentos.
Indiretamente, as MDCs perturbam o transporte epitelial no intestino ¢ a composicao da
microbiota, o que pode alterar os niveis séricos de nutrientes. Além disso, as MDCs alteram a
biossintese e, provavelmente, também a liberacdo de peptideos intestinais, que regulam a
ingestao de alimentos e o balanco energético. As MDCs também afetam a liberacdo de insulina
pelas células P, impactando tanto a ingestdo quanto o armazenamento de energia. O
armazenamento de energia pode ser prejudicado como consequéncia da acdo das MDCs no
cérebro, musculo esquelético, tecido adiposo branco e figado. A perturbacio da sinalizagdo da
insulina nesses orgaos ou a acao direta das MDCs sobre eles interfere na produgdo e secre¢ao
de importantes moléculas sinalizadoras, incluindo acidos graxos livres (AGLs) e leptina, que
desempenham papé€is importantes no pancreas endocrino € no cérebro. O gasto energético ¢
prejudicado pelas MDCs que atuam diretamente na glandula tireoide, modificando os niveis
séricos de T3 e T4, e por aquelas que alteram a fungdo mitocondrial no musculo esquelético e
no tecido adiposo marrom. Fonte: (Nadal et al., 2017).

A interface entre imunidade e regulacdo enddécrina ¢ intensamente afetada pela
exposicao excessiva a lipidios oxidativos (Figura 18). A sinalizagdo aberrante de PPARs, LXR
e RXR em linfocitos, células dendriticas e hepatdcitos remodela a secrecao de adipocinas e
hormonios inflamatérios, modulando diretamente o eixo hipotalamo-hipofise-suprarrenal.

Alteracdes na liberacdo de cortisol, leptina e adiponectina impactam tanto a regulacdo do
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metabolismo energético quanto a resposta imune adaptativa, criando um ciclo de
retroalimentagdao no qual disfungdes enddcrinas exacerbam imunossupressao € vice-versa. A
exposicdo continua a produtos lipidicos oxidados em periodos perinatais ou durante o
crescimento infantil pode reprogramar o desenvolvimento do sistema imune e metabolico,
promovendo fenotipo de baixa resisténcia a estresses oxidativos, disfuncdo mitocondrial e
maior predisposi¢do a doengas metabolicas, autoimunes e inflamatdrias cronicas na vida adulta
(Grabacka et al., 2021; Hong; Tontonoz, 2008; Kidani; Bensinger, 2012; Yoshikawa et al.,
2003).

A incorporacdo excessiva de PUFA oxidados nas membranas neuronais e musculares
altera drasticamente a microviscosidade lipidica, modulando a excitabilidade elétrica, o
potencial de membrana e a propagagcdo de potenciais de agdo. Essa desestabilizacdo da
bicamada fosfolipidica interfere na sinalizacdo sinaptica dopaminérgica, serotoninérgica e
glutamatérgica, prejudicando a plasticidade neuronal, a transmissao sinaptica e a integragao
sensorio-motora. O estresse oxidativo induzido por perdxidos lipidicos aumenta a
vulnerabilidade mitocondrial, compromete a produgdo de ATP e eleva a geracdo de espécies
reativas de oxigénio, criando um ciclo de dano redox que afeta neurdnios, fibras musculares
esqueléticas e cardiomidcitos. Consequentemente, funcdes motoras finas, coordenagdo,
resisténcia muscular e regulacdo autondomica podem ser comprometidas, especialmente em
tecidos com alta demanda metabdlica, como cortex, hipocampo, musculo esquelético e cardiaco
(D1 Miceli; Bosch-Bouju; Layé, 2020; Mollica et al., 2021; Tigerholm et al., 2012; Vasquez et
al.,2014; Yang et al., 2020).

Nos tecidos reprodutivos, a oxidagdo lipidica exacerba a peroxidagdo das membranas
gonadais (Figura 19), alterando esteroidogénese e sinalizagdo nuclear mediada por PPARs,
LXR e RXR. Nos testiculos, a peroxidacdo de fosfolipidios plasmaticos reduz a motilidade
espermatica, altera a morfologia do espermatozoide e interfere na espermatogénese, enquanto
nos ovarios promove anovulacao, disfun¢do folicular e alteragcdes na qualidade oocitaria. Além
disso, as oxylipinas e aldeidos reativos podem mimetizar ou antagonizar estrogénios e
andrégenos, interferindo na regulagdo hipotalamico-hipofisaria e na secre¢do de LH e FSH,
impactando a fertilidade e a funcdo gonadal. Paralelamente, desequilibrios metabolicos
induzidos por PUFA oxidativos afetam a homeostase hepatica e adipocitaria, modulando
resisténcia insulinica, sinalizagdo de leptina e adiponectina, evidenciando que os efeitos

disruptivos desses lipidios transcendem a esfera sexual e incluem ampla disfun¢do metabolica
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sistémica(Agarwal et al., 2012; Agarwal; Gupta; Sharma, 2005; Debbarh et al., 2021; Mohasseb
et al.,2011; Olaniyi et al., 2021; Peltola et al., 1996; Santoro et al., 2020).

Figura 19 — O papel do estresse oxidativo nas modificagdes epigenéticas induzidas por
poluentes ambientais.
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Legenda: As espécies reativas de oxigénio (ROS) podem interferir na atividade das DNMTs
(1), na sua capacidade de metilar citocinas (2) ou na sua ligacdo ao complexo MBP (3). A
oxidacdo da guanina torna a citocina metilada mais suscetivel a oxidacdo pelas enzimas TET
(4). Além disso, as ROS esgotam o SAM por meio da oxidacdo de MAT e MS (5) ou pela
utilizagdo de homocisteina para regenerar GSH (6), causando hipometilagdo do DNA. No
entanto, as ROS também podem inibir as TETs (7). O ONOO- nitrata as histonas (8), enquanto
os aldeidos reativos modificam as histonas por carbonilacdo (9). A glutationilagdo ¢ uma
modificagdo relevante nas histonas devido ao estresse oxidativo (10). Além disso, as ROS
inibem as desmetilases JmjC (11) ou atenuam a atividade das HMTs pela diminui¢do do SAM
(12). Adicionalmente, as ROS inibem as HDACs (13) e estimulam as HATs (14). Contudo, as
ROS podem ativar as HDACs por meio de um aumento nos niveis de NAD+ (15). As histonas
podem ser fosforiladas apds danos ao DNA (16). As ROS causam desregulagdo de fatores de
transcri¢cdo (17), sintese de pré-miRNA por interacdo com Fe3+ (18) e inibigcdo da atividade da
Dicer, o que prejudica a maturagdo do miRNA (19) e os niveis de NRF2 (20). Fonte: (Rubio et
al., 2023).
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4.9 DOHAD E PROGRAMACAO FETAL

A programacao fetal constitui um fendomeno biologico pelo qual o ambiente intrauterino
exerce influéncia determinante sobre o desenvolvimento estrutural e funcional dos tecidos,
modulando de forma permanente o metabolismo e a fisiologia do organismo. Durante o periodo
gestacional, o embrido encontra-se em um estado de elevada plasticidade celular, no qual as
vias de diferenciacao, os eixos hormonais € os mecanismos epigenéticos sao altamente sensiveis
a estimulos externos. Essa susceptibilidade programadora traduz-se em uma capacidade
adaptativa do feto, capaz de ajustar a expressao génica e o perfil metabdlico em resposta a sinais
nutricionais, hormonais e ambientais provenientes da mae e da placenta. Contudo, tais ajustes,
embora inicialmente vantajosos para a sobrevivéncia intrauterina, podem resultar em
descompasso metabolico quando o ambiente pos-natal diverge daquele previsto durante o
desenvolvimento, predispondo a distarbios enddcrinos, cardiovasculares e metabolicos ao
longo da vida. Esse principio constitui a base conceitual do paradigma conhecido como
Developmental Origins of Health and Disease (DOHaD), segundo o qual a etiologia de diversas
doencas cronicas nao transmissiveis pode ter origem em processos de adaptagao fetal diante de
condigdes ambientais adversas (Barker et al., 2013; Fleming; Velazquez; Eckert, 2015; Hanson;

Gluckman, 2015; Wadhwa et al., 2009).

Nos estagios iniciais do desenvolvimento, particularmente durante os mil primeiros dias
de vida, ocorre uma intensa atividade de proliferacdo, diferenciacdo e remodelamento celular
em multiplos tecidos. Esse intervalo representa uma janela critica de vulnerabilidade bioldgica,
na qual pequenas variacdes no suprimento de nutrientes, oxigénio ¢ hormonios sdo capazes de
desencadear alteracdes duradouras na expressdo génica, na densidade mitocondrial e na
organizagdo funcional de sistemas orgéanicos. A placenta atua como interface regulatoria entre
o ambiente materno e o feto, integrando sinais metabolicos, imunologicos e enddcrinos que
coordenam o crescimento e a maturagao tecidual. Interferéncias nesse microambiente, como
variagdes nos gradientes de glicose, lipidios, aminodcidos ou hormdnios, afetam diretamente
os circuitos de sinalizagdo que controlam a diferenciacdo de células progenitoras e a formagao
de orgdos, conduzindo a adaptagdes permanentes no metabolismo energético, na sensibilidade
hormonal e na capacidade de resposta ao estresse oxidativo. Dessa forma, o periodo gestacional
ndo apenas estabelece a base estrutural do organismo, mas também define o seu padrdo de
reatividade metabolica e endocrina, constituindo um determinante essencial da satde ao longo
de todo o ciclo vital (Azis et al., 2023; Beluska-Turkan et al., 2019; Dahlen et al., 2021,
Eriksson, 2016; Fall, 2013; Hoffman; Reynolds; Hardy, 2017).
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Durante o desenvolvimento embriondrio e fetal, o controle da expressdo génica ¢
rigidamente coordenado por mecanismos epigenéticos que estabelecem padrdes estaveis de
identidade celular e regulacdo metabdlica. A metilacio de DNA, as modificagdes pos-
traducionais de histonas e a regulacdo mediada por microRNAs compdem um sistema integrado
de codificacao bioquimica que traduz sinais ambientais em estados funcionais especificos.
Esses mecanismos ndo alteram a sequéncia nucleotidica, mas modulam a acessibilidade da
cromatina e, consequentemente, a transcricdo génica. No contexto da programacao fetal, a
exposicao a variagdes nutricionais ou hormonais altera os niveis de cofatores metabdlicos como
S-adenosilmetionina, NAD" e acetil-CoA, que sdo essenciais para as reacdes de metilagao e
acetilacdo de histonas. Assim, o metabolismo celular interage diretamente com o controle
epigenético, permitindo que o estado energético e redox do embrido determine a estabilidade
de perfis transcricionais duradouros. A hipometilacdo ou hipermetilagdo de promotores génicos
em vias relacionadas a biogénese mitocondrial, ao metabolismo lipidico ou a sensibilidade
insulinica pode estabelecer predisposi¢des metabolicas que se manifestam tardiamente como

resisténcia a insulina, dislipidemia e disfun¢des enddcrinas (Gluckman; Buklijas; Hanson,

2015; Indrio et al., 2017; Vickers, 2014; Waterland; Michels, 2007).

Além da regulagdo direta do DNA (Figura 20), o remodelamento da cromatina exerce
papel fundamental na defini¢do da plasticidade celular durante a organogénese. Enzimas como
as histona acetiltransferases (HATs) e desacetilases (HDACs) respondem a variagdes no
balanco energético, modulando a compactagao da cromatina e a transcrigao de genes associados
ao crescimento e diferenciagdo tecidual. Durante a embriogénese, oscilagdes nos niveis de
oxigénio e substratos metabdlicos afetam a atividade de dioxigenases dependentes de o-
cetoglutarato, como as TET e as JmjC, que participam da demetilacdo de DNA e histonas,
respectivamente. Dessa forma, o ambiente intrauterino influencia a topologia da cromatina de
modo dinamico, estabelecendo assinaturas epigenéticas especificas que persistem mesmo apos
o nascimento. A manutengdo dessas marcas ao longo das divisdes celulares garante a memoria
metabolica dos tecidos, fazendo com que o fenotipo fisioldgico do individuo reflita, em parte,
as condi¢des ambientais e nutricionais experimentadas durante o desenvolvimento fetal (Corry

et al., 2009; Dhat et al., 2023; Ho; Crabtree, 2010; Palini et al., 2011; Yoo; Crabtree, 2009).



74

Figura 20— Hipotese: os efeitos do diabetes materno no desenvolvimento da obesidade infantil
sdo parcialmente mediados por alteragdes no metabolismo/distribui¢do de lipidios e pelo
aumento da fungdo pancreatica da prole desde o nascimento.
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Legenda: Uma hipotese unificadora para o desenvolvimento de bebés grandes para a idade
gestacional e obesidade infantil apds exposi¢do a hiperglicemia intrauterina. Hipotese: os
efeitos do desenvolvimento da hiperglicemia materna sobre a obesidade infantil sdo mediados
direta ou indiretamente por meio de alteracdes no metabolismo/distribuicao lipidica da prole e
aumento da fun¢do pancreatica da prole desde o nascimento. Esses fatores exercem efeitos de
curto prazo na composi¢do corporal, mas também regulam cronicamente vias metabolicas
importantes na vida pds-natal (o ciclo lipidico e o ciclo pancreatico), resultando em obesidade
e doengas cardiometabolicas. Fonte: (Meek, 2023).
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A placenta desempenha papel central como interface metabodlica e epigenética entre o
organismo materno ¢ o feto, atuando como um 6rgdo sensor e regulador das condigdes
ambientais intrauterinas. Sua funcdo transcende a simples transferéncia de nutrientes e gases,
configurando-se como um sistema de sinalizacdo integrativo que traduz o estado fisiologico
materno em respostas moleculares fetais. A atividade metabodlica placentdria ¢ altamente
dependente da disponibilidade de oxigénio, glicose, aminoacidos e lipidios, os quais modulam
vias de sinaliza¢do sensiveis ao estado energético, como mTOR, AMPK e HIF-1a. A ativacao
diferencial dessas vias altera a expressao de transportadores e enzimas metabolicas, ajustando
o fornecimento de substratos essenciais ao crescimento fetal. Simultaneamente, a placenta
secreta hormonios, citocinas e microvesiculas contendo microRNAs e outros reguladores
epigenéticos (Figura 21), capazes de modificar a expressdo génica fetal de forma indireta. Essa
comunicagdo molecular estabelece uma rede bidirecional de regulagdo, na qual o metabolismo
materno, as condi¢des inflamatorias ¢ o estresse oxidativo sdo continuamente traduzidos em
sinais epigenéticos que influenciam o desenvolvimento e a programag¢do metabdlica do feto
(Fowden et al., 2009; Jansson; Aye; Goberdhan, 2012; Lazo-De-La-Vega-Monroy ef al., 2020;
Nugent; Bale, 2015; Sferruzzi-Perri et al., 2017).

Figura 21 — Mecanismos epigenéticos no contexto da teoria DOHaD.
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Legenda: Durante a gestacdo ou no inicio da vida da prole, a exposi¢do a fatores ambientais
pode levar ao estabelecimento de modificagdes epigenéticas, como modificagdes de histonas,
metilacdo do DNA e regulacdo mediada por RNAs ndo codificantes. A persisténcia dessas
modificagdes mais tarde na vida pode predispor a prole ao desenvolvimento de disturbios
metabolicos, como obesidade, diabetes tipo 2 e doencas cardiovasculares. Fonte: (Agarwal et

al., 2018).
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A fun¢ao mitocondrial placentaria constitui um ponto critico dessa interface, uma vez
que a eficiéncia na producao de ATP e o controle redox determinam a homeostase bioenergética
do ambiente intrauterino. Mitocondrias placentarias apresentam dindmica propria de biogénese
e remodelamento, ajustando-se as demandas energéticas em fun¢ao do crescimento fetal e da
nutricado materna. O desequilibrio entre oxidacdo mitocondrial e defesa antioxidante leva a
formacdo de EROS, que, além de danificar lipidios e proteinas, atuam como segundos
mensageiros capazes de induzir alteragdes epigenéticas persistentes. A oxidag¢do de cofatores
como NADH e FADH: influencia a razao redox celular, alterando a disponibilidade de acetil-
CoA e a-cetoglutarato, intermedidrios-chave nas reagdes de acetilacdo e desmetilacdo de
histonas. Assim, disfun¢des mitocondriais placentarias modulam de forma direta a arquitetura
epigendmica fetal, afetando vias de diferenciagao celular, maturagdo de 6rgaos e sensibilidade
a hormonios anabolicos. A correlagdo entre metabolismo oxidativo, sinalizacdo redox e
plasticidade epigenética evidencia a placenta como um elo essencial entre o ambiente materno
e a programacdo metabodlica transgeracional (Coté et al., 2016; Jiang et al., 2020; Lien;

Simmons, 2025; Lu; Sferruzzi-Perri, 2021; Salazar-Petres et al., 2022).

O ambiente redox placentario exerce influéncia determinante sobre a eficiéncia
metabolica, o transporte de nutrientes e a integridade estrutural da interface materno-fetal. O
equilibrio entre a produgdo de espécies reativas de oxigénio e os sistemas antioxidantes
enzimaticos, como superdxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase, ¢ essencial para a
manutencdo da homeostase (Figura 22). A elevagao fisiologica de EROS durante o
desenvolvimento inicial atua como sinalizador necessario a angiogénese ¢ a diferenciagao
trofobléstica; entretanto, o excesso decorrente de hipoxia, inflama¢do materna ou disfun¢do
mitocondrial compromete a fun¢do das vilosidades coridnicas e desencadeia cascatas de dano
oxidativo. A peroxidacdo lipidica, particularmente de fosfolipidios ricos em acidos graxos poli-
insaturados, altera a fluidez e a permeabilidade das membranas trofoblasticas, afetando
diretamente a capacidade de transporte seletivo da placenta. Paralelamente, o aciimulo de
aldeidos reativos e produtos de oxidacao lipidica, como o 4-hidroxinonenal e o0 malondialdeido,
promove modificagdes covalentes em proteinas de transporte e enzimas antioxidantes,
amplificando o estresse oxidativo de forma autossustentada. Essa condi¢do ¢ frequentemente
associada a restrigdo de crescimento intrauterino, pré-eclampsia e alteragdes epigenéticas que
persistem no tecido fetal (Sferruzzi-Perri et al., 2019; Vornic et al., 2024a; Voros et al., 2025;
Wu et al., 2016; Yang et al., 2022).
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Figura 22 — Mecanismo Integrado de Estresse Oxidativo e Estresse do Reticulo
Endoplasmatico (RE) na Patogénese da Pré-Eclampsia
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Legenda: Representacdo grafica que ilustra a patogénese molecular mediada pelo estresse
oxidativo na pré-eclamia, onde espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo geradas como
consequéncia da lesdo de isquemia-reperfusao no compartimento feto-materno, originada pela
invasdo superficial das células do trofoblasto. Isso leva a uma remodela¢do inadequada das
artérias espirais uterinas, hipoxia e um programa anormal de invasdo e diferenciacdo do
trofoblasto. A geracdo de ROS induz o estresse oxidativo, resultando em lesdo do reticulo
endoplasmatico (RE) e dobramento incorreto de proteinas, por meio da ativagdao da via de
resposta a proteinas mal dobradas (UPR). A imagem foi elaborada por IM e SB. Fonte:
(Mukherjee et al., 2021).

Os transportadores de 4cidos graxos, especialmente as proteinas FAT/CD36, FATP e
FABP, exercem papel essencial na transferéncia e regulagdo do aporte lipidico ao feto. Esses
sistemas localizam-se predominantemente na membrana sinciciotrofobldstica e no citoplasma
placentario, coordenando a captacdo, ativagcdo e esterificacdo de acidos graxos livres para
incorporacdo em fosfolipidios de membrana ou armazenamento em goticulas lipidicas. A
atividade desses transportadores ¢ modulada por hormdnios e citocinas maternas,
particularmente insulina, leptina e TNF-a, e pela razdo redox local, que afeta a oxidacdo
mitocondrial e a disponibilidade de cofatores energéticos. A expressao diferencial de FAT/CD36
e FATP durante a gestagdo ajusta o fornecimento de lipidios conforme o estagio de
desenvolvimento fetal, garantindo o aporte de acidos graxos de cadeia longa essenciais a

N .

formag¢do das membranas neuronais e a mielinizacdo (Figura 23). Contudo, a exposi¢ao
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prolongada a estados pré-oxidativos ou inflamatdrios altera a glicosilagao e o turnover dessas
proteinas, reduzindo a eficiéncia de transporte e comprometendo o suprimento energético fetal,
o0 que repercute em déficits estruturais e funcionais no pos-natal (Diaz et al., 2015; Dubé et al.,

2012; Stanirowski, 2024; Wu et al., 2023).

Figura 23 — Diagrama esquematico representando os transportadores de macronutrientes
placentarios mais relevantes para a circulagdo materno-fetal através do sinciciotrofoblasto.
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Legenda: MVM, membrana plasmatica microvilositaria; BM, membrana plasmatica basal;
GLUTs, transportadores de glicose; SNATS, transportadores de aminoacidos neutros acoplados
ao sodio; LATs, transportador de aminoécidos neutros de grande porte (independente de sodio);
CD36, translocase de acidos graxos; FATP, proteinas transportadoras de acidos graxos; FABPs,
proteina de ligacdo a 4cidos graxos da membrana plasmatica; LC-PUFA, acidos graxos
poliinsaturados de cadeia longa. Fonte: (Guadix et al., 2023).

A placenta também atua como um 6rgdo enddcrino dinamico, secretando uma variedade
de hormonios que regulam o metabolismo materno e o crescimento fetal. Entre os principais
estdo a gonadotrofina corionica (hCG), o lactogénio placentario humano (hPL), o estrogénio e
a progesterona, que coordenam adaptagdes sistémicas no metabolismo de glicose, lipidios e
aminodcidos, garantindo disponibilidade constante de substratos energéticos para o feto. O hPL,
em particular, promove resisténcia insulinica materna controlada, redirecionando o fluxo de
nutrientes ao compartimento fetal, enquanto o estrogénio modula a expressio de
transportadores e enzimas placentarias envolvidas na B-oxidacao e na sintese de lipidios. Sob
condigdes de estresse oxidativo, ha desregulagdo na sintese hormonal, com reducao da produgao

de progesterona e aumento compensatorio de cortisol e citocinas pré-inflamatorias, o que



79

amplifica a sinalizacdo de perigo celular e compromete o equilibrio materno-fetal. Essa
disfungdo endocrino-oxidativa resulta em um microambiente placentario programador, capaz
de alterar a expressdo génica fetal e predispor o organismo em desenvolvimento a disturbios
metabolicos, neuroendocrinos e cardiovasculares ao longo da vida (Armistead et al., 2020;

Newbern; Freemark, 2011; Stern ef al., 2021).

O estado de estresse oxidativo placentdrio influencia diretamente a disponibilidade de
cofatores metabolicos essenciais, como NAD*, FAD e acetil-CoA, que modulam a atividade de
vias anabolicas e catabolicas no feto em desenvolvimento. A relacdo entre ROS e sistemas
antioxidantes ndo apenas determina a integridade estrutural das vilosidades corionicas, mas
também atua como sinalizador para a maturacao de tecidos metabolicos-chave, incluindo
figado, musculo esquelético e tecido adiposo. Quando a producdo de espécies reativas excede
a capacidade de neutralizacao antioxidante, ocorre ativagao de sensores de estresse, como NRF2
e MAPK, que promovem alteracdes transitorias ou permanentes na expressdo de genes
relacionados a defesa antioxidante, a diferenciacao celular e ao metabolismo energético. Esse
cenario estabelece um mecanismo pelo qual condigdes maternas adversas, incluindo hipoxia,
inflamag¢ao cronica ou dieta desequilibrada, podem programar respostas metabolicas e
epigenéticas persistentes no feto (Jovandaric et al., 2023; Negre-Salvayre et al., 2022;

Newbern; Freemark, 2011; Wu; Tian; Lin, 2015).

O transporte placentario de acidos graxos constitui um componente critico dessa
programacao metabolica (Figura 24). As proteinas de captacdo e transporte funcionam em
sinergia com as enzimas de ativagdo e esterificacdo, regulando ndo apenas a quantidade, mas
também a qualidade dos lipidios disponibilizados ao feto. Acidos graxos de cadeia longa,
particularmente os poli-insaturados essenciais, sdo incorporados em fosfolipidios de membrana
neuronal, em triglicerideos armazenados e em moléculas sinalizadoras intracelulares,
influenciando diretamente a organogénese cerebral, a mielinizagdo e o desenvolvimento de
orgdos metabdlicos. A atividade desses transportadores ¢ modulada por hormonios placentarios,
como hPL, estrogénio e progesterona, e ¢ sensivel ao estado redox local, de modo que variagdes
no equilibrio entre ROS e antioxidantes alteram a eficiéncia do transporte lipidico. Alteragdes
nesse sistema podem gerar déficits sutis na disponibilidade de substratos essenciais, com
repercussoes estruturais e funcionais observaveis mesmo na vida adulta, incluindo alteragdes
na composi¢ao de membranas celulares, na eficiéncia energética e na programacao de vias de
sinalizacdo metabolica e enddcrina (Cetin; Alvino, 2009; Chassen et al., 2018; Lager et al.,

2016; Wu et al., 2023).
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Figura 24 — Classificacao e Fun¢des dos Hormodnios Secretados pela Placenta Humana
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Legenda: A placenta humana atua como uma glandula endocrina vital, secretando hormonios
esteroides (como o Estrogénio e a Progesterona, essenciais para o desenvolvimento uterino e
manuten¢do da gestacao) e hormonios proteicos (como o hCG, Relaxina e hPL, que regulam a
fertilidade e o metabolismo materno). Contudo, essa complexa regulacio hormonal esta
vulneravel a interferéncia de Desreguladores Enddcrinos (EDCs). A agdo desses compostos ¢
variada, abrangendo dez mecanismos-chave (KCs), incluindo a atua¢do como ligantes ou
antagonistas de receptores, a alteracdo da sintese e distribuicdo hormonal, a modulagdao da
expressdo génica e a indugdo de alteragdes epigenéticas. O impacto da exposi¢do a EDCs, ao
desviar ou bloquear as vias hormonais cruciais (como a Progesterona e o Estrogénio), pode
resultar em desfechos adversos da gravidez, destacando a necessidade de estudos sobre a
toxicologia ambiental no contexto da saude materno-fetal. Fonte:
yourhormones.info/glands/placenta.

As janelas criticas de vulnerabilidade durante o desenvolvimento fetal coincidem com
periodos de intensa proliferagdo celular, diferenciacdo e remodelamento tecidual, como a
implantagdo, a gastrulacdo e a organogénese (Figura 25). Durante a implanta¢do, o embrido
estabelece contato com o endométrio materno e inicia a formagdo da placenta, processo
altamente sensivel a variagdes nutricionais ¢ ao ambiente redox. Alteragdes na disponibilidade
de substratos energéticos, na razao redox local ou na sinaliza¢do hormonal podem comprometer
a invasdo trofoblastica, a angiogénese ¢ a formagdo adequada das vilosidades coridnicas,
estabelecendo padroes estruturais e funcionais que repercutem em todo o organismo. Pequenas

perturbagdes nesse estdgio podem modificar a expressdo de genes de crescimento, fatores
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angiogénicos e transportadores de nutrientes, criando uma predisposi¢do latente a disturbios
metabolicos e cardiovasculares que s6 se manifestam posteriormente na vida (Andersen et al.,

2006; Knofler et al., 2019; Lee; Kim, 2021; Vornic et al., 2024b).

Figura 25 — Janelas criticas para o surgimento de altera¢des morfofuncionais
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Legenda: O desenvolvimento embrionario e fetal ¢ caracterizado por janelas de
vulnerabilidade, sendo o periodo embrionario (3-8 semanas) o estidgio mais sensivel a
teratogénese, quando a exposicdo a agentes nocivos (teratogenos) pode induzir grandes
anomalias congénitas, devido a intensa organogénese. Os Desreguladores Endécrinos (EDCs)
atuam como uma classe particular de teratogenos ao interferir na sinalizagao hormonal, crucial
para a correta diferenciagdo e desenvolvimento dos o6rgdos. Os EDCs exercem seus efeitos
através de dez mecanismos-chave (KCs), incluindo: mimetismo ou antagonismo de receptores
(KC 1 e 2), modulacao da expressdo ou sintese hormonal (KC 3 e 6), alteracdo da transducao
de sinal (KC 4), e indugdo de modificagdes epigenéticas (KC 5). Uma vez que os hormonios
regulam a proliferacdo e diferenciacdo celular (KC 10), a perturbacao dessas vias pelos EDCs
durante os periodos criticos pode levar a defeitos estruturais ou funcionais permanentes,
reforgando a importancia de avaliar a exposi¢do a esses quimicos durante a gestacdo. Fonte:
https://nursekey.com/drug-therapy-during-pregnancy-and-breast-feeding/.

Durante a gastrulagdo e a organogénese, a diferenciacdo de linagens celulares
primordiais e a formagdo de orgdos sdo extremamente sensiveis a estresses nutricionais,
inflamatorios e oxidativos. A escassez de micronutrientes, o excesso de ROS ou a desregulagao
hormonal interferem em vias de sinalizagdio como Wnt, Notch, Hedgehog e mTOR,
comprometendo a especificacdo de tecidos, a maturacdo mitocondrial e a programacao
metabolica dos orgaos-alvo. Esses desajustes podem gerar adaptacdes compensatorias que,
embora favorecam a sobrevivéncia fetal imediata, configuram um fendtipo programado para

ambientes pobres ou estressantes, resultando em maior suscetibilidade a resisténcia insulinica,
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hipertensao, dislipidemia, disfungdo enddcrina e alteragdes neuromotores na vida adulta. Dessa
forma, a combinagdo entre a intensidade do estresse intrauterino e o periodo critico de
desenvolvimento determina a magnitude e a permanéncia das alteragdes fenotipicas, refor¢ando
o conceito de que a programacao fetal ¢ um processo altamente dependente do timing temporal
de exposicdo aos estimulos ambientais (Boopathy et al., 2013; Huang et al., 2020; Li et al.,

2008; Manolagas; Almeida, 2007).

Durante a implantagao, a exposi¢ao a deficiéncias nutricionais, como a restri¢ao proteica
ou a escassez de micronutrientes essenciais (ferro, zinco, vitamina B12), altera a expressao de
fatores de crescimento e proteinas de adesao celular, comprometendo a formagdo adequada do
trofoblasto e a vascularizacao inicial da placenta. Paralelamente, o aumento de espécies reativas
de oxigénio devido a estresse oxidativo materno ou hipoxia local induz modificacdes
epigenéticas nos genes reguladores da angiogénese e do metabolismo energético, incluindo
metilacdo diferencial de promotores de VEGF, GLUT1 e PPARs. Esses ajustes adaptativos
podem inicialmente preservar a viabilidade fetal, mas preparam o organismo para uma
programacao metabolica voltada a eficiéncia energética maxima, o que aumenta a predisposi¢ao
a obesidade, resisténcia insulinica e hipertensao arterial na vida adulta (Barbato et al., 2024;

Belkacemi et al., 2011; Daniel et al., 2016; Gu et al., 2024, Pereira et al., 2015).

Na gastrulacdo, processos criticos de formagdo das trés camadas germinativas sdo
modulados por sinais nutricionais € hormonais. A restri¢do caldrica ou desequilibrios na
disponibilidade de aminoacidos e lipidios essenciais interferem na ativagdo de vias de
sinalizagdo como mTOR, AMPK e Hedgehog, comprometendo a proliferacdo de células
progenitoras e a alocag¢do de precursores metabolicos aos 6rgaos em desenvolvimento. Estresse
oxidativo nesta fase aumenta a formagdo de aldeidos reativos e peroxidos lipidicos, que
modificam proteinas estruturais e regulatorias, afetando a integridade da matriz extracelular e
a diferenciacdo tecidual. Consequentemente, o figado, pancreas e tecido adiposo se programam
para padrdes metabolicos conservativos, favorecendo um fenotipo de maior armazenamento
lipidico, menor capacidade de B-oxidagdo e respostas inflamatorias exacerbadas diante de

desafios nutricionais poés-natais (Dennery, 2007; Gu et al., 2024; Lal et al., 2022).

Durante a organogénese (Figura 26), que envolve a formacao e maturagdo de sistemas
cardiovasculares, renais, neurologicos e endocrinos, estresses nutricionais ou oxidativos
alteram profundamente a arquitetura e a funcionalidade dos o6rgdos. A insuficiéncia de

micronutrientes ou a sobrecarga oxidativa interfere na biogénese mitocondrial, na expressao de



83

transportadores de glicose e lipidios e na maturacdo de células beta pancredticas e
cardiomiocitos, induzindo alteragdes permanentes na sensibilidade hormonal, na funcao
metabolica e na regulagdo do estresse oxidativo. Alteragdes epigenéticas neste periodo,
incluindo modificacdes de histonas e metilagdo de DNA em genes-chave de homeostase
metabolica, determinam o risco aumentado de diabetes tipo 2, hipertensdo, disfuncdes renais e
cardiovasculares, bem como predisposi¢ao a disturbios neuroenddcrinos (Cai et al., 2021,

Lillycrop; Burdge, 2011; Loche; Ozanne, 2016; Peral-Sanchez et al., 2022).

Figura 26 — Desregulagdo Endocrina, Inflamacdo Placentdria e Programacdo Fetal:
Implicagdes para a Satide Metabolica Materna e Doencas Cronicas na Prole.
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Legenda: A complexa interface materno-fetal atua como um sistema de regulacdo metabolica
e hormonal altamente vulneravel. A figura central na gravidez ilustra como o desequilibrio na
unidade feto-materna leva a desfechos adversos. Alteragdes metabdlicas na placenta (como o
aumento de Glicose - GLU, Acidos Graxos Livres - AGL/TAG, Colesterol - COL ¢ a
diminui¢do de Protaminas - PTN), frequentemente exacerbadas pelo aumento de Espécies
Reativas de Oxigénio (EROS) e Inflamagdo, resultam em consequéncias sistémicas. Na mae,
essa disfungdo contribui para alteragdes cardiovasculares, pancreaticas, hepaticas, disfungao
digestiva e perda muscular. E crucial notar que essas vias podem ser iniciadas ou agravadas
pela acdo de Desreguladores Endocrinos (EDCs), que, através de seus dez mecanismos-chave
(como a modulagdo de receptores e a alteracao da sintese hormonal), comprometem diretamente
os eixos endocrinos envolvidos nesse metabolismo. Como resultado, o feto/crianga apresenta
um risco aumentado de consequéncias a longo prazo, incluindo Obesidade, Dislipidemia,
Hipertensdo, Disfuncdo Renal, Diabetes, alteragdes no neurodesenvolvimento (Alteragdo
Motora) e disbiose, muitas vezes perpetuadas por Modulagdes Epigenéticas. Fonte: elaborado
pelos autores, 2025.
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Além da programagao metabolica individual, os efeitos durante essas janelas criticas
podem ser transmitidos transgeracionalmente por mecanismos epigenéticos germinativos.
Alteracdes na metilagdo do DNA, modificagdo de histonas e padroes de microRNAs nas células
germinativas maternas ou paternas podem perpetuar respostas adaptativas do organismo em
desenvolvimento, mesmo na auséncia do estresse original. Por exemplo, desregulacdes na
disponibilidade de nutrientes ou exposi¢do a estresse oxidativo podem alterar a programagao
de genes reguladores do eixo HPA, do metabolismo lipidico e da sensibilidade a insulina nas
geracdes subsequentes, aumentando a incidéncia de obesidade, resisténcia insulinica,
hipertensao e disfungdes enddcrinas em descendentes ndo diretamente expostos ao insulto
ambiental. Essa transmissao transgeracional demonstra que a programacao fetal ndo se limita
ao individuo gestante, mas atua como um mecanismo de memoria bioldgica que integra a
histéria nutricional e metabolica materna e paterna na determinacdo do fendtipo metabolico
futuro (Jimenez-Chillaron et al., 2016; Legoff et al., 2019; Somer; Thummel, 2014; Tang et al.,
2023; Tiffon, 2018).

O desenvolvimento do sistema imunolégico fetal também ¢ altamente sensivel a essas
janelas criticas. A maturagdo de linfocitos T, B e células NK depende de sinais metabolicos e
de citocinas placentérias, sendo modulada por estresse oxidativo, restricdo de aminoacidos e
disponibilidade de acidos graxos essenciais. Exposicdo a desequilibrios nutricionais ou
aumento de ROS durante a organogénese ou na fase de maturacao linfocitaria altera a expressao
de receptores de superficie, citocinas reguladoras e fatores de transcricdo como NF-kB e STATs.
Consequentemente, o feto desenvolve uma programacao imunologica adaptativa, caracterizada
por tendéncia a imunossupressdo ou respostas inflamatorias exacerbadas, que pode persistir no
poés-natal e aumentar a susceptibilidade a infec¢des, autoimunidade e disfuncdes

imunometabdlicas (Akhtar ef al., 2017; Langley-Evans; Carrington, 2006; Li et al., 2025).

O desenvolvimento do sistema neuromotor fetal ¢ particularmente vulneravel aos efeitos
de estresse oxidativo e variagdes nutricionais durante a organogénese € a neurogénese. A
diferenciagdo neuronal, a formacdo de sinapses e a mielinizacdo sdo processos altamente
dependentes de energia, acidos graxos de cadeia longa e equilibrio redox. Exposi¢cdo a ROS
excessivas ou restricao de substratos essenciais, como glicose e acidos graxos poli-insaturados,
compromete a expressdo de fatores neurotroficos (BDNF, NGF) e proteinas estruturais do
citoesqueleto, alterando a conectividade sinaptica e a maturagdo dos circuitos motores. Além
disso, a modulacdo epigenética, incluindo metilagdo de promotores de genes de

neurotransmissores e histona acetilagdo em neurdénios em desenvolvimento, estabelece padrdes
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de excitabilidade e plasticidade que podem persistir no pos-natal, influenciando coordenacao
motora, aprendizagem e respostas adaptativas ao estresse neural (Akhtar ef al., 2017; Basak;

Mallick; Duttaroy, 2020; Cernigliaro et al., 2024; He et al., 2025; Urbonaite et al., 2022).

O desenvolvimento muscular fetal também ¢ programado por interagdes entre
metabolismo energético, estresse oxidativo e sinalizacdo hormonal. A proliferacao e
diferenciacdo de mioblastos dependem da disponibilidade de aminodacidos, dcidos graxos e ATP
mitocondrial, sendo moduladas por ROS como sinais de maturacdo e diferenciacdo. Estresse
oxidativo excessivo ou desequilibrios nutricionais afetam a expressao de fatores de crescimento
como IGF-1 e miogenina, além de alterar vias de sinalizagdo como mTOR e AMPK,
comprometendo a formacao e hipertrofia das fibras musculares. Consequentemente, o fenotipo
muscular pds-natal pode apresentar menor massa magra, resisténcia a fadiga alterada e
predisposicao a disfungdes metabolicas associadas a sarcopenia precoce ou obesidade (Du et

al.,2011; Huang et al., 2025; Lian et al., 2022; Rozance et al., 2021; Tong, Jun F. et al., 2009).

O sistema reprodutivo fetal, por sua vez, ¢ altamente sensivel a desregulacdes hormonais
e metabolicas. A diferenciagdo gonadal, a formagao dos ductos reprodutivos e a maturacao de
células germinativas dependem de um microambiente placentario equilibrado, incluindo niveis
adequados de estrogénio, progesterona e gonadotrofina coridnica. Estresse oxidativo ou déficits
nutricionais durante essas fases criticas alteram a expressao de genes-chave da esteroidogénese,
receptores hormonais e fatores de transcrigdo como SF-1 e SOX9, podendo comprometer a
reserva ovariana, a espermatogénese ¢ a funcionalidade endocrina futura. Além disso, essas
alteragdes podem induzir mudangas epigenéticas persistentes que modulam a sensibilidade do
eixo hipotadlamo-hipofise-gonadal, determinando riscos aumentados de infertilidade, puberdade
precoce ou disfuncdo hormonal ao longo da vida (Agarwal et al., 2012; Agarwal; Gupta;

Sharma, 2005; Fujisawa et al., 2022; Weller et al., 2016).

O metabolismo energético fetal ¢ fortemente modulavel pelos nutrientes maternos e pelo
estado redox placentério, sendo determinante para a programacao de 6rgdos metabolicamente
ativos como figado, musculo esquelético e tecido adiposo (Figura 27). Durante a organogénese,
a disponibilidade de glicose, aminodcidos e acidos graxos regula a atividade de vias sensiveis
a energia, incluindo AMPK, mTOR e PPARs, que coordenam proliferacdo celular,
diferenciagdo e biogénese mitocondrial. Exposi¢ao a desequilibrios nutricionais ou aumento de
espécies reativas de oxigénio pode induzir alteragdes permanentes na eficiéncia mitocondrial,

na capacidade de B-oxidacdo e na sensibilidade a insulina, criando um estado de “memoria
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metabolica” que persiste apos o nascimento, aumentando a predisposicdo a resisténcia
insulinica, obesidade e disfun¢des enddcrinas (De Gusmo Correia ef al., 2012; Marciniak et al.,

2017; Rodriguez-Cano et al., 2020; Salazar-Petres et al., 2022).

Figura 27 — A programacao materno-fetal propde mecanismos que predispdem a prole a
doengas a longo prazo.
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Legenda: O ambiente intrauterino ¢ regulado principalmente pelo estado materno, como
nutricdo e funcionalidade placentaria. Alteragdes no metabolismo, imunidade, inflamagdo e
sistema enddécrino maternos modificam o ambiente intrauterino do feto, modulando o
fornecimento de nutrientes. Essas alteracdes maternas podem deixar marcas nos tecidos fetais,
predispondo a prole a doencas, incluindo obesidade, diabetes, doencas cardiovasculares e
neurologicas, levando a um ciclo intergeracional de transmissdo de doengas metabolicas em
duas camadas: a primeira compreende o comprometimento direto dos tecidos fetais devido a
defeitos congénitos, como hipertrofia cardiaca, hiper/hipoinsulinemia e acimulo de lipidios
hepaticos; a segunda camada inclui as consequéncias da programacao fetal, que podem ocorrer
por meio de mecanismos celulares e moleculares, incluindo programagao metabolica, estresse
oxidativo, modificagdo de proteinas e desregulacdo enddcrina. Todas essas alteracdes podem
desencadear eventos futuros que predispdem a doencas. Fonte: (Grilo et al., 2021).

Os 4cidos graxos poli-insaturados, especialmente n-3 e n-6, desempenham papel central
nesse contexto ao modular a composicdo das membranas mitocondriais ¢ a producdao de
mediadores lipidicos. A incorporacdo de PUFA na membrana determina fluidez, permeabilidade
e eficiéncia da fosforilagdo oxidativa, enquanto os derivados bioativos, como eicosanoides,

resolvinas e protectinas, atuam na sinalizagao redox e na regulagdo da inflamacao. Deficiéncias
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ou excessos desses lipidios no periodo gestacional alteram a expressdo de transportadores de
acidos graxos e enzimas metabolizadoras (como FAT/CD36, FATP, ACSL), modificando a
disponibilidade de substratos energéticos e o perfil de sinalizagdo intracelular. Essa regulacao
fina integra informagdes nutricionais e oxidativas do ambiente materno, permitindo adaptacgdes
metabolicas imediatas, mas ao mesmo tempo criando vulnerabilidades que podem se manifestar
como disfungdo metabdlica cronica na vida adulta (Basak; Duttaroy, 2023; Fan ef al., 2018;

Rodriguez-Cano et al., 2020; Srinivas et al., 2023).

O figado fetal representa um dos Orgdos mais sensiveis as condigdes nutricionais e
oxidativas durante a gestagdo, configurando-se como um centro integrador do metabolismo
energético. Alteragdes na disponibilidade de glicose, aminoacidos e dcidos graxos modulam a
expressdo de transportadores e enzimas-chave, incluindo GLUTs, CPT1, ACC e FAS,
impactando diretamente a sintese de lipidios e a f-oxidagdo mitocondrial. Exposi¢ao a estresse
oxidativo ou desequilibrios nutricionais durante a organogénese hepatica pode induzir
hipometilacao ou hipermetilagao de promotores génicos associados ao metabolismo lipidico, a
gluconeogénese ¢ a sensibilidade insulinica, estabelecendo uma “memoria metabdlica” que
persiste pos-natalmente. Esse fendmeno aumenta a suscetibilidade a esteatose hepatica,
resisténcia insulinica e dislipidemias, evidenciando como pequenas perturbagdes no
microambiente intrauterino podem reprogramar permanentemente o metabolismo hepatico

(Diniz et al., 2023; Thompson; Al-Hasan, 2012; Zhou et al., 2019).

O tecido adiposo fetal, embora em estagio inicial de desenvolvimento, responde de
forma dinamica aos sinais nutricionais e hormonais maternos, especialmente insulina, leptina e
hormoénios placentéarios. A disponibilidade de acidos graxos e a composigdo lipidomica das
membranas influenciam a diferenciacdo de preadipdcitos, a formacao de adipocitos brancos,
bege e marrons, e a expressao de UCPs, PPARy e C/EBPs. Estresse oxidativo e excesso de
substratos energéticos promovem alteragdes epigenéticas em genes relacionados a lipogénese,
termogénese e sensibilidade hormonal, predispondo a hiperplasia adipocitaria, armazenamento
excessivo de lipidios e disfuncdo endocrina do tecido adiposo. Esses efeitos se traduzem em
maior risco de obesidade central, resisténcia insulinica e inflamagao sist€émica ao longo da vida,
evidenciando a importancia da janela intrauterina como periodo critico para a programacao
metabolica do tecido adiposo (Desai; Ross, 2011; Lin et al., 2017; Moreno-Mendez et al.,
2020).
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O musculo esquelético fetal constitui outro 6rgdo-alvo central, sendo crucial para a
regulagao da homeostase energética e da sensibilidade a insulina na vida adulta. Durante o
desenvolvimento, a proliferacao e diferencia¢cdo de mioblastos, a formagao de fibras musculares
e a biogénese mitocondrial sdo altamente dependentes da disponibilidade de aminoécidos,
acidos graxos e energia oxidativa. Alteracdes no suprimento de substratos ou excesso de
espécies reativas de oxigénio interferem na expressdo de genes de miofibrilas, proteinas
contrateis, transportadores de glicose (GLUT4) e enzimas de B-oxidagdo (CPT1, HADH), além
de modular vias de sinalizacgdo como AMPK, mTOR e PGC-la. Consequentemente, ha
potencial reducdo da massa muscular, comprometimento da capacidade oxidativa e menor
plasticidade metabolica, predispondo a intolerancia a glicose, fraqueza muscular e maior risco
de sindrome metabodlica na vida adulta (Dunlop et al., 2015; Kim; Albrecht; Pepe, 2024;
Muroya et al., 2021; Reed et al., 2014; Yan et al., 2013b).
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 ANIMAIS

Todos os procedimentos adotados no presente trabalho estdo de acordo com as Diretrizes
Brasileiras para Cuidado e Uso de Animais para Fins Cientificos e de Ensino estabelecidas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentagao Animal (CONCEA) e com as diretrizes
internacionais para pesquisa animal (Percie du Sert ef al., 2020), e foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (protocolo 1459/2022) do Setor de Ciéncias Biologicas

da Universidade Federal do Parand (CEUA/BIO — UFPR).

Para este estudo foram utilizadas 200 ratas e 32 ratos da linhagem Wistar, com idade de
aproximadamente 120 dias, obtidas e mantidas no Biotério do Setor de Ciéncias Biologicas da
UFPR, em ambiente controlado sob fotoperiodo de 12h; temperatura de 22 + 2 °C; 4gua e ragao
ad libitum com ra¢do padrio, conforme detalhado na Tabela 1 fornecida pela Nuvilab®
(Quimtia S.A., Colombo, Parand, Brasil). Os animais foram alojados em trios em gaiolas padrao

com dimensoes de 41 cm de comprimento, 34 cm de largura e 17 cm de altura.
5.2 SUPLEMENTACAO

Para a realizagdo da suplementacdo, foi utilizado como fonte de n-3, o 6leo de peixe,
composto de extrato marinho, contendo 180 g de acido eicosapentaendico (EPA, 20:5 n-3) e
120 g de acido docosahexaenoico (DHA, 22:6 n-3), adquirido da Vitamins Sundown Naturals©
(Recife, Pernambuco, Brasil). Como fonte de n-6, o 6leo de soja, composto de extrato de
sementes, contendo 580 g de 4cido linoléico (18:2 n-6), adquirido da Bunge© (Luziania, Goids,
Brasil). Como fonte de n-9, o 6leo de oliva, composto de extrato de frutos extravirgem,
contendo 640 g de acido oleico (18:1 n-9), adquirido da Victor Guedes Industria ¢ Comércio
S.A. (Sao Miguel do Rio Torto, Portugal). A administracao do 6leo correspondente ao peso de
cada animal e as doses administradas foram feitas por via oral em bolo tnico diariamente, com
auxilio de pipeta de volume regulavel, durante o periodo referente & duragdo de cada um dos

experimentos. As caracteristicas nutricionais de todos os 6leos estdo representadas na tabela 2.



Tabela 1 — Composicao da ragao padrao.

Ingredientes g/kg
Carboidratos 500 ¢
Amido de Milho 400 g
Sacarose 100 g
Proteina 220 g
Caseina 220 g
Lipidios 7S¢
Oleo de Soja 75¢g
Fibras 150 g
Vitaminas 10g
Vitamina A 42.86 mg
Vitamina E 30 mg
Vitamina K 3 mg
Vitamina B 18 mg
Niancina 60 mg
Acido Pantotenico 20 mg
Acido Félico 1 mg
Biotina 0.05 mg
Colina 600 mg
Minerais 3S¢g
Ferro 50 mg
Zinco 60 mg
Cobre 10 mg
Iodina 2 mg
Manganés 60 mg
Selénio 0.05 mg
Cobalto 1.5 mg
Conteudo Energético (kcal) 3390
Total de Energia kcal (%)
Carboidratos 63 %
Lipidios 9 %
Proteinas 28 %

90
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5.3 ACASALAMENTOS

Para os experimentos de acasalamento dos animais, foi realizado um periodo inicial de
21 dias de aclimatagdo, seguido por 21 dias de suplementacdo das ratas. Apos esse periodo,
iniciou-se a ciclagem e a preparacao para o acasalamento. As ratas foram expostas, por 12 horas,
a maravalha suja de urina dos ratos destinados ao acasalamento, com o objetivo de induzir o
proestro. Em seguida, as ratas foram colocadas nas caixas com os machos, na proporcao de
duas fémeas para cada macho, em um esquema rotativo, garantindo que cada macho acasalasse
com pelo menos duas fémeas de cada grupo. O periodo de acasalamento foi de 24 horas, sendo
que a partir deste momento, as ratas foram mantidas isoladamente em caixas padrdo com

enriquecimento ambiental, para evitar estresse, interrupgdes da gestacao ou abortos.

Tabela 2 — Composi¢ao dos oleos.

Ingredientes Oleo de Peixe Oleo de Soja Oleo de Oliva
Carboidratos 0 mg 0 mg 0 mg
Proteinas 0 mg 0 mg 0 mg
Gorduras Totais 720mg 930 mg 920 mg
Gorduras Trans 0 mg 0 mg 0 mg
Gorduras Saturadas 190 mg 160 mg 135 mg
Gorduras Monoinsaturadas 190 mg 250 mg 710 mg
Omega 9 186 mg 245 mg 695 mg
Gorduras Polinsaturadas 335 mg 520 mg 75 mg
Omega 6 35 mg 470 mg 63 mg
Omega 3 300 mg 50 mg 12 mg
Colesterol 5 mg 0 mg 0 mg
Fibras 0 mg 0 mg 0 mg
Sodio 0 mg 0 mg 0 mg
Vitamina E 1 mg 0,21 mg 0,14 mg

Contetido Energético (kcal) 7,2 kcal 8.4 kcal 8.4 kcal
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5.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
5.4.1 Experimento [: Curva Dose-Resposta

Para a determinacao das doses utilizadas no estudo (Figura 28), foram empregadas 72
ratas nuliparas ap6s um periodo de aclimatagdo de 21 dias para garantir condi¢des estaveis de
experimentacdo. Esses animais foram aleatoriamente divididos em nove grupos experimentais,

seguindo o esquema a seguir:

Figura 28 — Delineamento do experimento de curva de dose resposta.
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Fonte: elaborado pelos autores, 2025

o Grupo Controle consistiu de ratas que nao receberam qualquer forma de suplementagado

durante o periodo do estudo.

o Grupos Suplementados com n-3 (SPL3) foram compostos por ratas que receberam
diariamente 1, 2, 3 ou 4 g/kg de um composto de extratos marinhos ricos em acidos graxos n-

3, diariamente durante 30 dias.

o Grupos Suplementados com n-6 (SPL6) incluiram ratas que receberam diariamente 1,
2, 3 ou 4 g/kg de um composto de extratos vegetais ricos em acidos graxos n-6, diariamente

durante 30 dias.
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5.4.2 Experimento II: Efeito da gestagdo no estabelecimento de sindrome metabdlica

A partir da determinagdo da dose de 4 g/kg (Tabela 3) como ndo mais segura, para
determinar o possivel efeito da gestacdo como potencializadora dos efeitos encontrados (Figura
29), foram utilizadas 80 ratas, com aproximadamente 120 dias e nuliparas ap6s um periodo de
aclimatagdo de 21 dias para garantir condi¢des estaveis de experimentacdo. Esses animais

foram aleatoriamente divididos em quatro grupos experimentais, seguindo o esquema a seguir:

Figura 29 — Delineamento do experimento de efeito da gestacdo no estabelecimento de
sindrome metabolica
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Fonte: elaborado pelos autores, 2025
o Grupo Controle (CTLE): composto por fémeas que ndo receberam nenhuma
suplementagao;
. Grupo suplementado com n-3 (SPL3) composto por fémeas que foram suplementadas

diariamente com 4 g/kg de composto de extratos marinhos (6leo de peixe), rico em acidos

graxos n-3;

o Grupo suplementado com n-6 (SPL6) composto por fémeas que foram suplementadas
diariamente com 4 g/kg de composto de extratos vegetais (6leo de soja), rico em acidos graxos

n-6;
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. Grupo suplementado com n-9 (SPL9) composto por fémeas que foram suplementadas
diariamente com 4 g/kg de composto de extratos vegetais (6leo de oliva), rico em acidos graxos

n-9.

Tabela 3 — Composicio de Acidos Graxos da dieta regular e dos suplementos com dmega
3, 6 e 9 fornecidos aos animais.

Acidos Graxos Racio AR-1 Oleo de Soja Oleo de Peixe Oleo de Oliva

(g/100 g total) (Nuvital®) (Bunge ©) (Sundown ©) (Gallo ©)
12:0 7,16 2,04 0,5 nd
14:0 4,6 0,61 11,4 0,1
16:0 22,34 6,74 14,8 13,5
16:1 (n-7) nd 0,34 nd 0,5
18:0 4,4 1,01 1,6 2,5
18:1 (n-9) 17,0 23,03 10,6 70,0
18:2 (n-6) 26,8 57,89 0,57 7,5
18:3(n-3) 2,24 7,9 1,74 0,5
20:4(n-6) nd 0,34 1,04 nd
20:5(n-3) 0,36 0,13 24,5 nd
22:6(n-3) nd nd 18,6 nd
Razao n-6: n-3 ~10:1 ~7:1 ~1:28 ~15:1
Razao PUFA: MUFA ~2:1 ~3:1 ~4:1 ~10:1
Consumo n-6: n-3 ~10:1 ~14:1 ~6:1 ~12:1
Consumo PUFA: MUFA ~2:1 ~3:1 ~3:1 ~1:2

Durante toda a fase de acasalamento e gestagdo a suplementacdo com os respectivos
suplementos foi mantida, a fim de garantir a transferéncia dos acidos graxos aos fetos em
desenvolvimento, pela circulagdo placentaria. A partir da confirmagdo da prenhez, as ratas

foram separadas para a coleta dos materiais, seguindo o esquema experimental abaixo:

o Ensaio A: 8 fémeas por grupo foram eutanasiadas no dia da confirmagao do cruzamento
(DGO) para as analises do perfil corporal, plasmatico, hematologico e inflamatodrio.

Aproximadamente 48 horas antes da eutanasia, foi realizado o teste de tolerancia a glicose.

. Ensaio B: 8 fémeas por grupo foram eutanasiadas 18 dias ap6s a confirmagdo do

cruzamento (GD18) para as analises do perfil corporal, plasmatico, hematologico e inflamatorio
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e para as analises de danos oxidativos no tutero e na placenta. Aproximadamente 48 horas antes

da eutanasia, foi realizado o teste de tolerancia a glicose;

o Ensaio C: 4 fémeas por grupo foram eutanasiadas 18 dias apds a confirmagdo do
acasalamento (GD18) e destinadas para as andlises de incorporacao e transferéncia de glicose

e palmitato radiomarcados.
5.4.3 Experimento III: Efeito da sindrome metabolica sobre o desenvolvimento da prole

A partir da confirmagdo da gestagdo como potencializadora dos efeitos da sindrome
metabolica, for foram utilizadas 64 ratas da linhagem Wistar, com aproximadamente 120 dias
e nuliparas ap6s um periodo de aclimatacdo de 21 dias para garantir condigdes estaveis de
experimentacdo. Esses animais foram aleatoriamente divididos em quatro grupos

experimentais, seguindo o esquema a seguir:

Figura 30 — Delineamento do experimento de efeito da sindrome metabdlica sobre o
desenvolvimento da prole
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. Grupo Controle (CTLE): composto por fémeas que ndo receberam nenhuma
suplementagao;
. Grupo suplementado com n-3 (SPL3) composto por fémeas que foram suplementadas

diariamente com 4 g/kg de composto de extratos marinhos (6leo de peixe), rico em acidos

graxos n-3;

o Grupo suplementado com n-6 (SPL6) composto por fémeas que foram suplementadas
diariamente com 4 g/kg de composto de extratos vegetais (6leo de soja), rico em acidos graxos
n-6;
o Grupo suplementado com n-9 (SPL9) composto por fémeas que foram suplementadas
diariamente com 4 g/kg de composto de extratos vegetais (6leo de oliva), rico em 4cidos graxos
n-9.

Durante toda a fase de acasalamento e gestacdo a suplementacdo com os respectivos
suplementos foi mantida, a fim de garantir a transferéncia dos 4cidos graxos aos fetos em
desenvolvimento, pela circulagdo placentaria. A partir da confirmagdo da prenhez, as ratas

foram separadas para a coleta dos materiais, seguindo o esquema experimental abaixo:

o Ensaio A: 8 fémeas por grupo foram eutanasiadas trés dias apds o parto (DPNO03) para
as analises do perfil corporal, plasmatico, inflamatodrio e as caracteristicas nutricionais do leite.

Aproximadamente 48 horas antes da eutanasia, foi realizado o teste de tolerancia a glicose.

J Ensaio B: 8 fémeas por grupo foram eutanasiadas 23 dias apds o parto (DPN23) para as
andlises do perfil corporal, plasmatico, inflamatdrio e as caracteristicas nutricionais do leite.

Aproximadamente 48 horas antes da eutanasia, foi realizado o teste de tolerancia a glicose.

As proles dessas ratas foram mantidas até o desmame, para o acompanhamento do
desenvolvimento corporal e de marcadores do desenvolvimento muscular. Aos 21 dias de vida,
metade dos animais foram eutanasiados para coleta de material, enquanto a outra metade foi

eutanasiada aos 60 dias de vida.
5.5 TESTE DE TOLERANCIA A GLICOSE

Apos 8 horas de jejum, as ratas foram dessensibilizadas em camara de CO2 para a
realizagdo da incisdo na extremidade da cauda e a coleta de sangue para determinagdao da

glicemia basal. A seguir a inje¢do intraperitoneal da sobrecarga de glicose e realizada pela
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injecdo de 75 mg de glicose a cada 100 gramas de peso corporal, no quadrante inferior direito
do abdome das ratas. Pela incisdo na cauda, foi coletado sangue nos tempos 0, 10, 20, 40, 80,
160 minutos para a determinacdo da glicemia com auxilio de glicosimetro manual e tiras

reativas da marca On Call ® Plus II (ACON Laboratories, Inc., San Diego, USA).

5.6 INCORPORACAO E TRANSPORTE DE ['“C]2-DEOXI-D-GLICOSE E [*H]-ACIDO
PALMITICO

Aos 18 dias de gestacdo, parte das ratas foi anestesiada com injecdo intraperitoneal com
solugdo anestésica de cloridrato de cetamina (90 mg/kg), cloridrato de xilazina (10 mg/kg) e
maleato de acepromazina (3 mg/kg). Tendo-se aferida a sedacdo profunda, foi realizada a
injecao de solugao de 100 puL de [14C]2-deoxi-D-glicose (20 uCi/mL) e [3H] acido palmitico
(20 pCi/mL) na veia braquial direita (Esterman et al., 1997; Kamei et al., 1999; Thomas; Oon;
Lowy, 2001). Apos 10 minutos de circulagdo, as ratas foram eutanasiadas, o tecido adiposo
periuterino, o utero, ovarios, placentas e fetos foram dissecados e imediatamente
homogeneizados em Tris-HCI 50 mM pH 7,4 (1:10 m/v) em banho de gelo e centrifugados a
12.000 g (4 °C; 20 min), 100 uL do sobrenadante coletado foi utilizado para a determinagao da
radiacao , com adi¢ao de 1 mL de liquido de cintilagdo, para a determinagao em contador beta
Beckman-LS 6000 ic Liquid Scintillator da radioatividade incorporada . Para padronizacao, foi
realizada a dosagem de proteinas soliveis pelo método de Bradford com curva padrio de
albumina de soro bovino (Bradford, 1976). Os valores foram expressos como cpm/mg de

proteina.
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5.7 MARCADORES DO DESENVOLVIMENTO CORPORAL E MUSCULAR

Os filhotes resultantes dessas gestagdes foram submetidos a andlises comportamentais
e mensuracdes murinométricas para avaliar a evolugdo do desenvolvimento corporal e motor.
Diariamente, os animais foram pesados, mensurado o comprimento nasoanal e a circunferéncia
abdominal para a avaliacao do desenvolvimento corporal. A maturagdo motora dos animais foi
acompanhada pelos testes de aversao ao precipicio, angulo maximo de sustentacdo, suspensao

pelos membros escapulares, recuperagdo de decubito e preensdo palmar.

Para a avaliacao do amadurecimento dos reflexos motores, os animais foram submetidos
ao teste de preensao palmar a partir do PNDO1 até o desaparecimento deste reflexo primitivo.
Os animais foram gentilmente segurados pela regidao dorsal e um objeto pontiagudo aproximado
levemente a face palmar do membro escapular direito. O teste foi repetido trés vezes para cada
animal. Foram considerados imaturos os animais que em pelo menos duas tentativas

apresentaram o reflexo de fechamento das maos (Feather-Schussler; Ferguson, 2016).

Para avaliar a coordenagdao motora e o equilibrio dos roedores, foi utilizado o teste de
recuperagao de decubito a partir do PNDO1 até o aparecimento completo do reflexo em todos
os animais. Os animais foram posicionados em decubito dorsal para a avaliacdo da capacidade
de recuperacao do dectbito em até 30 segundos. O teste foi repetido trés vezes para cada animal.
Foram considerados maduros os animais que em pelo menos duas tentativas apresentaram o

reflexo de rotacdo (Feather-Schussler; Ferguson, 2016).

Para a mensuragdo do desenvolvimento de for¢ga muscular, foi utilizado o teste de
aversao ao precipicio, os animais foram posicionados na borda de uma mesa com os membros
escapulares e a cabeca fora da superficie de apoio. A resposta foi considerada positiva quando,
em até 30 segundos, o animal se deslocava na diregdo oposta. Caso o animal ndo se
movimentasse ou caisse antes de completar 30 segundos, uma segunda tentativa era realizada.
Este teste foi aplicado desde o dia pds-natal (PND) 0 até o aparecimento do reflexo esperado

(Feather-Schussler; Ferguson, 2016).

Para a avaliagdo do desenvolvimento da resisténcia muscular, foi utilizado o teste de
angulo maximo de sustentagdo entre os dias PND06 e PND10. Os animais foram posicionados
sobre uma tela de metal, permitindo que houvesse o agarramento com os quatro membros. O
angulo de elevagao da tela era gradualmente elevado, e o registro do angulo maximo de

sustentacdo tetrapode era mensurado para cada animal (Feather-Schussler; Ferguson, 2016).
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Para avaliar o desenvolvimento de forca, resisténcia e coordenacdo motoras em
conjunto, foi utilizado o teste de suspensao pelos membros escapulares entre os dias PND10 e
PND15. Os animais foram posicionados com os membros escapulares sob uma barra suspensa,
sobre um aparato com altura padronizada. O tempo de laténcia até a queda foi mensurado, e
posteriormente utilizado para o calculo de for¢a de suspensao dos animais, juntamente com o

peso corporal (Feather-Schussler; Ferguson, 2016).

Por fim, a avaliacdo da capacidade locomotora dos animais foi mensurada pelo teste do
dia de andar adulto. A partir do PNDO06, os roedores foram observados diariamente em um
ambiente familiar para reduzir o estresse e comportamentos anomalos. O andar adulto foi
caracterizado por uma marcha coordenada tetrdpode, sem arrastar o corpo no chao,
demonstrando equilibrio e controle motor adequados. O dia em que o roedor exibiu pela

primeira vez uma marcha adulta foi registrado (Feather-Schussler; Ferguson, 2016).
5.8 EUTANASIA E COLETA DE MATERIAL

As ratas foram eutanasiadas por decapitagdo, o sangue total foi coletado, parte dele
destinado para as analises hematologicas, o restante centrifugado para a separagdo do plasma,
que foi armazenado em ultrafreezer para analises bioquimicas. As ratas foram pesadas, o
comprimento nasoanal e circunferéncia abdominal mensurados, para os calculos de indice de
Lee, volume e densidade corporal. Foi realizada a coleta dos macrofagos peritoneais, os tecidos
adiposos mesentérico, perigonadal e retroperitoneal dissecados, pesados e destinados para o
calculo de peso relativo e adiposidade abdominal. Também, o Utero, ovario, placenta e tecido
adiposo perigonadal foi coletado e destinado para a analise de marcadores do distresse

oxidativo. Das ratas ap0s o parto, foi realizada a coleta de leite para analise do perfil nutricional.

Aos dias DPN21 e DPN60, as proles foram eutanasiadas por decapitacdo, o sangue total
foi coletado, parte dele destinado para as analises hematologicas, o restante centrifugado para
a separa¢do do plasma, que foi armazenado em ultrafreezer para analises bioquimicas. Os ratos
foram pesados, o comprimento nasoanal e circunferéncia abdominal mensurados, para os
calculos de indice de Lee, volume e densidade corporal. Os tecidos adiposos mesentérico,
perigonadal e retroperitoneal dissecados, pesados e destinados para o calculo de peso relativo
e adiposidade abdominal. Por fim, os musculos diafragma, extensor longo dos dedos, plantar,
soleo e tibial anterior foram dissecados, pesados e medidos, para os calculos de volume e

densidade. Os musculos foram destinados para anélises estruturais e marcadores bioquimicos.
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5.9 PERFIL BIOQUIMICO E HEMATOLOGICO

O plasma foi destinado para a determinagdo das concentracdes séricas de glicose,
colesterol total e a fragdo HDL, triacilglicerdis totais, lactato, proteinas totais, albumina, fosfato,
calcio, cloreto e magnésio pelo emprego de kits comerciais de andlise colorimétrica (Vida
Biotecnologia®). As leituras das absorbancias foram realizadas em leitor de microplacas
(Infinite® 200 PRO SERIES TECAN) e os valores expressos conforme indicacao do fabricante.
Para a determinacdo das fragdes de cholesterol LDL e VLDL foi empregada a equagdo de
Friedewald (Friedewald et al. 1972), também foram calculados os indices de Castellil e Il e a
razdo de lipidios plasmaticos para a determinacao do risco de doencas cardiovasculares. Para a
quantificagdo do crematorio, 75 pL de leite foram alocados em capilares de vidro de 0,05 mm
de didmetro, centrifugados durante 15 min a 15.000 g, para determinacdo de nata, gordura e

calorias do leite (Lemons; Schreiner; Gresham, 1980).

Para determinar o perfil hematologico, amostras de sangue periférico foram coletadas e
homogeneizadas em tubo contendo EDTA tetrassddico. Imediatamente, foram confeccionadas
extensdes sanguineas em laminas de vidro e apds a fixacdo em temperatura ambiente foram
coradas pelo método de May-Grunwald-Giemsa. O esfregaco sanguineo foi avaliado em
microscopia de luz em objetiva de 100X, por contagem diferencial, contagem global por
estimativa e avaliacdo morfoldgica de leucdcitos. Também, parte do sangue periférico foi
depositado em tubos capilares e destinado imediatamente para a quantificacdo do
microhematocrito. Os capilares foram centrifugados a 10.000 g (T. Amb; 10 min) em
microcentrifuga de hematdcrito, os valores foram comparados em tabela padrao (Vigneshwar

etal.,2021).
5.10 ANALISE DOS MACROFAGOS PERITONEAIS

Para todos os ensaios de macrofagos, foram plaqueados em placas de 96 pocos, 100 pL
de solugdo contendo 2 x 106 células/mL, que foram incubados durante 45 min a 37°C para a
adesdo dos macrofagos. A capacidade de adesdo dos macrofagos foi avaliada apos incubagao e
fixagcdo das células com metanol 50%. Em seguida, coradas com solu¢do de Giemsa (0,1%)
durante 10 minutos. A placa foi lavada com PBS e o corante solubilizado em 200 pL metanol

50%. A leitura da absorbancia foi realizada a 550nm (Rosen; Gordon, 1987).

A capacidade fagocitaria foi realizada a partir da incubagao das células durante 30 min

com a solucao de zimosan e vermelho neutro. Apos esse periodo, as células foram fixadas com
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solucao de formol calcio de Baker e lavadas com PBS. O vermelho neutro que se encontrava
dentro dos fagossomos foi solubilizado utilizando-se de solugdo de extracao (10% acido acético
e 40% etanol em agua destilada), e apds 30 minutos realizada a leitura da absorbancia a 550 nm

(Bonatto et al., 2004).

Para a analise de volume de reten¢ao lisossomal, as células foram incubadas com a
solucao de vermelho neutro 2%. Ap6s 30 minutos, o sobrenadante foi descartado e os pogos
lavados com PBS para a elimina¢do do vermelho neutro ndo internalizado nas células. Foi
adicionada solucdo de extracdo para solubilizar o vermelho neutro retido dentro dos lisossomos

e apos 30 minutos, a absorbancia foi lida a 550 nm (Coles; Farley; Pipe, 1995).
5.11 MARCADORES DE DISTRESSE OXIDATIVO

Fragmentos do utero e da placenta foram homogeneizados em tampao Tris-HC1 50 mM
pH 7,4 em banho de gelo e centrifugados a 12.000 g (4 °C; 20 min), o sobrenadante coletado
foi utilizado para a determinacdo da atividade de enzimas do sistema antioxidante. Para
padronizacdo, foi realizada a dosagem de proteinas soltveis pelo método de Bradford com
curva padrao de albumina de soro bovino (Bradford, 1976), posteriormente a quantificagao,

todas as amostras foram padronizadas para 1 mg de proteina.

A producao de superdxido foi estimada através da formacgao de azul de formazan a partir
da reducdo do azul de nitrotetrazdlio (NBT). Os homogenatos foram incubados durante 1 hora,
em meio contendo 0,2% de NBT em PBS a 37 °C. Entdo, foram adicionados 120 pL. de KOH,
2M e 140 pL de DMSO (dimetil sulféxido) para solubilizar o NBT. Apos 30 minutos a
absorbancia foi lida a 550 nm (Pick; Mizel, 1981).

A producdo de perdxido de hidrogénio foi mensurada a partir da oxidacdo de vermelho
fenol, pela peroxidase. Cada poco recebeu 100 pL da solucdo de vermelho fenol contendo
peroxidase e zimosan, € foram incubados durante 30 minutos. Em seguida foi adicionado 10

uL de NaOH 1 M e, ap6s 30 min a absorbancia foi lida a 550 nm (Pick; Mizel, 1981).

A concentragdo de GSH e de outros tiois ndo proteicos (NP-SH) foi determinada através
da interagao dos tiois com o DTNB e formac¢ao de um cromoforo amarelado. Para a realizacao
do ensaio foi necessaria a precipitacao das proteinas da amostra pela adigdo de TCA 30% (1:5
v/v) e centrifugacdo a 7000 g a 4 °C durante 10 minutos. O sobrenadante foi utilizado para a

quantificagdo dos tidis com a adicdo de 250 uM de DTNB e a absorbancia pela geracao do
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cromoforo foi medida a 415 nm. Os valores foram expressos em nM de tidis X mg de proteina-

1 (Sedlak; Lindsay, 1968).

O indice de peroxidac¢ao lipidica (LPO) foi determinado pela geragdo de um croméforo
pela complexacao de Fe+2 e xilenol laranja, estabilizado por hidroxitolueno butilado (BHT). A
absorbancia pela geracao do cromdéforo foi medida a 560 nm. Os valores foram expressos em

nM hidroperoxidos x mg de proteina-1 (Jiang; Woollard; Wolff, 1991).

A quantificagdo dos danos oxidativos as proteinas foi determinada pela reagdo de
proteinas carboniladas com 2.4-dinitrofenilhidrazina (DNPH), formando dinitrofenil
hidrazonas. Essa intera¢ao foi quantificada a 360 nm. Os valores foram expressos em nM de

carbonilas x mg proteina-1 (Levine et al., 1994).

A quantificacdo do conteudo de metalotioneina foi realizada a partir da deteccdo dos
residuos de cisteinas em extratos etanolicos, através da interagdo dos tidis com o DTNB ¢
formagdo de um cromdforo amarelado. As amostras foram preparadas em tampao de sacarose
(SR: sacarose 0,5 M, Tris 26 mM, fluoreto de fenilmetilsulfonila 0,5 mM, p-mercaptoetanol 1,3
mM) e centrifugadas a 18.000 g a 4°C durante 45 min. O sobrenadante foi submetido a extragao
com etanol/cloroférmio para obter uma fracao de metaloproteina parcialmente purificada. Nesta
fracdo, os grupos sulfidrila foram quantificados a 412 nm. A glutationa reduzida (GSH) foi
utilizada como padrao, os valores foram expressos em nM de tidis x mg de proteina-1 (Viarengo

etal., 1997).

A atividade enzimatica da colinesterase total (ChE — EC 3.1.1.8) foi determinada pela
geragdo do 2-nitrobenzoato-5-mercaptotiocolina a partir da interacao da tiocolina e do DTNB,
o aumento da absorbancia pela formac¢do do cromo6foro foi acompanhado a 405 nm (SR: 487
uM de DTNB; 2,25 mM de iodeto de acetiltiocolina). Os valores foram expressos em nM de

acetiltiocolina hidrolisados x min-1 x mg proteina-1 (Ellmann ef al., 1961).
5.13 MARCADORES DE ALTERACOES METABOLICAS

Os musculos extensor longo dos dedos, soleo e tibial anterior foram homogeneizados
em tampao Tris-HCI 50 mM pH 7,4 em banho de gelo. Posteriormente, os homogenatos foram
sonicados durante 20 segundos para o rompimento das membranas intracelulares e
centrifugados a 12.000 RCF (g) a 4 °C durante 10 min, o sobrenadante foi coletado e utilizado

para a determinacgao das atividades enzimaticas. Para padronizagao, foi realizada a dosagem de
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proteinas soluveis pelo método de Bradford com curva padrao de albumina de soro bovino
(Bradford, 1976), posteriormente todas as amostras foram diluidas em tampao Tris-HCI pH 7,4
(1:20 v/v para os musculos), para manter a concentragdo proteica abaixo de 1 mg/dL,

possibilitando maior tempo de linearidade das reagdes.

A atividade enzimatica da lactato desidrogenase (LDH — EC 1.1.1.27) foi determinada
por meio da producdo de lactato a partir do consumo de piruvato, sendo a redugdo da
absorbancia avaliada pela oxidagdo do NADH, acompanhada em 343 nm (SR: 50 mM de
tampao Tris-HCI pH 7,4; 1 mM de piruvato de so6dio; 100 mM de KCI; 254 uM de NADH).
Os valores foram expressos em nM de NADH oxidado.min'.mg de proteina (Thuesen;

McCullough; Childress, 2005).

A atividade enzimatica da glutamato desidrogenase (GLDH — EC 1.4.1.2) foi
determinada por meio da produgdo de a-cetoglutarato a partir do consumo de glutamato, sendo
o aumento da absorbancia avaliado pela redu¢gdo do NAD" em 343 nm (SR: 100 mM de tampao
Tris-HC1 pH 7,4; 2 mM de NAD"; 800 uM de ADP; 40 mM de I-glutamato). Os valores foram
expressos em uM de NAD" reduzido.min™!.mg de proteina™ (Bidigare; Frederic; King, 1981;
Ciardiello et al., 2000).

A atividade enzimatica da aspartato aminotransferase (AST — EC 2.6.1.1) foi
determinada por meio da produ¢do de malato pela MDH do SR, avaliando-se o consumo do
oxaloacetato produzido a partir do consumo de a-cetoglutarato e aspartato. A redugdo da
absorbancia pela oxidagdo do NADH foi acompanhada em 343 nm. Os valores foram expressos

em mM NADH oxidado.min'.mg proteina™ (SR: kit comercial Bioclin®).

A atividade enzimadtica da alanina aminotransferase (ALT — EC 2.6.1.2) foi determinada
por meio da producdo de lactato pela LDH do SR, avaliando-se o consumo do piruvato
produzido a partir do consumo de a-cetoglutarato e alanina. A reducdo da absorbancia pela
oxidacdo do NADH foi acompanhada a 343 nm. Os valores foram expressos em mM NADH

oxidado.min'.mg proteina™ (SR: kit comercial Bioclin®).

A atividade enzimdtica da fosfatase alcalina (ALP — EC 3.1.3.1) foi determinada
avaliando-se a transferéncia do grupamento fosfato do substrato p-nitrofenilfosfato para o 2-
amino-2-metil-1-propanol do SR. O aumento da absorbancia pela producao do p-nitrofenol foi
acompanhada a 405 nm. Os valores foram expressos em mM p-Nitrofenol.min™'.mg proteina™!

(SR: kit comercial Bioclin®).
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5.14 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

O musculo plantar foi dissecado cuidadosamente envolvido em talco neutro apds a
dissecagdo e foi mantido em temperatura ambiente durante aproximadamente 15 minutos
(Buratti ef al., 2019). As amostras foram congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em
ultrafreezer até o processamento. Para a andlise histomorfoldgica, foram adquiridos cortes
transversais de sete micrometros de espessura das regides proximais, utilizando uma camara
criostatica regulada a -25 °C (Leica, Wetzlar, Alemanha). Um total de cinco cortes transversais
foram montados em laminas de vidro e utilizados para avaliagdo histomorfologica pelas
coloragdes de Hematoxilina e Eosina (Junqueira; Junqueira, 1983) e Picrossirius red para a
deteccao dos tipos de coldgeno (Junqueira; Cossermelli; Brentani, 1978). Para determinar o
perfil do tipo de fibra muscular, foram preparadas laminas com quatro se¢des de cada animal.
Esta lamina foi submetida a reacao de nicotinamida adenina dinucleotideo tetrazolio redutase
(NADH-TR) (Dubowitz; Brooke, 1973). O material obtido foi utilizado para avaliar a
propor¢do de fibras musculares tipo I, IIA e IIB, baseando-se na analise do metabolismo

oxidativo e glicolitico.
5.15 ANALISE HISTOMORFOMETRICA

A aquisicdo de imagens para andlise morfométrica foi realizada utilizando um
microscopio de luz (Carl Zeiss™ Primo Star™). As laminas coradas com Picrosirius Red foram
fotografadas utilizando um microscépio de luz polarizada (Carl Zeiss™ Axiolmager™). Ambos
os microscopios foram equipados com camera (Carl Zeiss™ AxioCam ERc 5s) e vinculados ao
software ZEN 3.1 (Carl Zeiss™). Para analise das imagens foi utilizado o software Image-Pro
Plus 6.0® (Media Cybernetics, MD, Rockville, EUA). Adicionalmente, foi utilizado o
programa GNU - GIMP 2.10.30 (GNU General Public License®, Berkeley, California, Estados

Unidos) para quantificagdo de pixels, que incluiu analise de tecido conjuntivo.

Para andlise histomorfométrica, foram utilizadas imagens abrangendo fibras musculares
inteiras para determinar a area relativa de andlise. Isso incluiu a contagem de algumas fibras,
nulcleos e capilares. A partir destes dados foram calculados os seguintes parametros: Densidade
da fibra (DENS = ntimero de fibras por mm?); Relagdo de capilares por fibra (relacdo CF =
numero de capilares/nimero de fibras); Propor¢ao de nucleos por fibra (propor¢ao NF = varios
nlcleos/nimero de fibras); Porcentagem de nucleos centrais (NC%). As areas transversais

(AST) das fibras musculares, os didmetros maior (LD) e menor (SD) das fibras musculares e
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dos nucleos também foram medidos. Essas medidas foram empregadas para calcular: dominio
mionuclear (relacio CSA/NF da fibra muscular) e razdo da area de se¢do transversal dos
nucleos sarcoplasmaticos (relagdo CSA SN = (nticleos NF x CSA)/fibra CSA). Um total de 150

eventos foram avaliados por animal para essas medigdes.

A quantificagdo do colageno foi executada de forma semelhante, envolvendo a
quantificagdo de pixels associados ao colageno tipo I (em vermelho), ao colageno tipo III (em
verde) e as areas sobrepostas de ambos (em amarelo). Para quantificar o nimero de fibras
musculares dos tipos I, IIA e [IB foram utilizadas 1aminas tratadas com reagdo NADH-TR.
Foram contadas todas as fibras da imagem, totalizando aproximadamente 150 fibras por animal.
Posteriormente, foi computado o nimero de cada tipo de fibra e a partir desses dados foi
calculado o percentual para a proporcao de cada tipo de fibra. Para evitar a recontagem, as fibras
ja contadas foram marcadas na imagem. Para a medicao da area de secc¢ao transversal (CSA),
bem como dos didmetros maior (LD) e menor (SD), foram medidas 50 fibras de cada tipo por

animal.
5.16 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos por média + desvio padrdo e analisados por meio da
estatistica descritiva e inferencial no programa R (versdo 4.1.0). Para a escolha do teste
estatistico apropriado, os dados foram avaliados quanto a normalidade (teste de Shapiro-Wilk)
e homocedasticidade (teste de Bartlett). Quando as suposi¢des foram satisfeitas, os dados foram
submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) de um fator, seguida por um teste post-hoc de
Tukey. Para varidveis séricas que foram avaliadas em diferentes momentos, foi realizado teste
de ANOVA para medidas repetidas, seguido pelo teste post-hoc de Tukey, quando apropriado.
Quando aplicavel, os dados foram submetidos ao teste ANOVA de duas vias e pelo teste post-

hoc Tukey. Em todos os casos, o nivel de significancia adotado foi de 5%.

A partir dos resultados obtidos, foi calculado o indice de resposta integrada aos
biomarcadores (IBR) (Sanchez; Burgeot; Porcher, 2013), buscando avaliar o aumento ou a
redugdo para cada variavel observada. Para o IBR, foi calculada a razao entre os dados de cada
variavel das amostras dos grupos suplementados (SPL3 ou SPL6) e das doses (1g, 2g, 3g e 4g)
em relacdo ao grupo controle. Cada razdo foi transformada logaritmicamente (Yi+1l) e em

seguida foram calculadas as médias gerais (i) e desvios padrao (s). Em seguida, os valores

logaritmicos de Yi+1 (yi) foram padronizados pela férmula = ( z; = yis—_”). O mesmo
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procedimento também foi realizado para o grupo controle, calculando os valores padrao (Z0).
Foi calculada a diferenca entre Zi e Z0 (A), determinando o valor da resposta de cada
biomarcador em cada tempo de exposi¢ao. A soma dos valores de A define o valor do IBR para
cada dose de suplementacdo em cada grupo de variaveis. Os dados de cada variavel foram
representados em graficos tipo radar, indicando o desvio de cada variavel investigada em
relacdo ao grupo controle (SPL3 ou SPL6 0 g/kg). Para avaliar o padrao multivariado de
resposta biologica, as variaveis foram agrupadas em cinco categorias: caracteristicas corporais,
homeostase glicémica, homeostase lipidica, perfil celular e atividade dos macréfagos. Essas
categorias foram analisadas por meio do Indice de Resposta Biologica, permitindo uma visdo

integrada dos efeitos das suplementacoes

As matrizes das varidveis de Caracteristicas Corporais (X, y, z), Perfil Plasmatico (x, y,
z), Perfil Hematoldgico (x, y, z) e Atividade dos Fagocitos (X, y, z) analisadas nos dias
gestacionais 0 e 18 foram referidas como matrizes de causa. Por outro lado, as matrizes das
variaveis de Producdo de Espécies Reativas (X, y e z), Acimulo de Danos Oxidativos (X, y € z)
e Toxicidade Tecidual (x, y e z) do ttero e placenta, bem como a Incorporagao Materna (X, y €
z), Incorporagao Fetal (X, y e z) e a Razdo de Transferéncia (X, y e z), foram chamadas de
matrizes de consequéncia. Todas essas matrizes foram padronizadas com base na distribuicao z
e submetidas a Anélise de Varidncia Multivariada Permutacional (PERMANOVA) utilizando
as respectivas Matrizes de Distancia Euclidiana. O fator fixo utilizado foi a suplementagio
(CTLE, SPL3, SPL6 e SPL9), e essa analise foi conduzida com o auxilio do pacote "vegan" e
sua fungdo "adonis2". As comparagdes entre fatores foram realizadas por meio da MANOVA
Permutacional com corre¢do de Bonferroni, utilizando o pacote "EcolUtils" e sua fungdo
"adonis.pair". A representagdo grafica utilizada foi o biplot da Andlise de Coordenadas

Principais, com a ajuda do pacote "ape" e sua funcao "pcoa".

Para avaliar a associagdo entre o fator de suplementacdo e o periodo gestacional, as
coordenadas dos vetores das matrizes de Caracteristicas Corporais (x, y, z), Perfil Plasmatico
(x, vy, z), Perfil Hematoldgico (x, y, z) e Atividade dos Fagocitos (X, y, z) analisadas nos dias
gestacionais 0 e 18 foram usadas como pontos de referéncia. O Tamanho de Efeito foi calculado
com a criagdo de modelos lineares usando o pacote "effectsize" e sua fungdo "eta squared". O
indice f de Cohen foi utilizado como referéncia para a adequacao dos modelos. A representacao

grafica empregada foi um histograma, utilizando o pacote "ggplot2" e sua fungao "ggdensity".
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Para explorar a associagdo entre as matrizes de causa (caracteristicas corporais, perfil
plasmatico, perfil hematologico e atividade dos fagodcitos) e as matrizes de consequéncia
(producao de espécies reativas, acuimulo de danos oxidativos e toxicidade tecidual do utero e
placenta, bem como a incorporagdo materna, incorporagdo fetal e razdo de transferéncia),
realizou-se uma analise de particdo de variancia para a matriz de distancia euclidiana das
variaveis, assumindo toda a varia¢ao dos dados das PCoA relativas ao eixo x como modelo A,
e relativas ao eixo y como modelo B. Existindo associag@o entre essas variaveis, foi realizada
a analise de parti¢do de variancia para cada variavel de resposta, com testes dos efeitos das
matrizes de variaveis preditoras. A distdncia baseada na andlise de redundancia parcial
(dbRDA) foi empregada para avaliar o efeito de cada componente, e os resultados foram
interpretados de forma conjunta. Além disso, foram consideradas as contribuicdes das variaveis
preditoras e suas combinagdes para cada variavel de resposta, a fim de definir os efeitos
individuais desses fatores sobre as variaveis de consequéncia. O dbRDA parcial foi calculado
utilizando a fung¢do "capscale" com a distancia de Bray-Curtis, e a particdo da variancia foi

obtida com a fung¢do "varpart", pertencentes ao pacote "vegan".
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6. IDENTIFICACAO DOS EFEITOS DA SUPLEMENTACAO NO MODELO DE
ESTUDO DOSE-RESPOSTA

6.1 CARACTERISTICAS CORPORAIS

A analise de parametros corporais nas fémeas, demonstrou que as diferentes quantidades
de PUFAs fornecidas, atuaram sobre o peso corporal de forma bastante particularizada., apesar
de ndo haver diferenca do peso corporal em razao da suplementagao (Fi79 = 0,3575; CV =
3,27%; p = 0,5515), e tdo pouco houve interacdo entre os fatores (F4,70 =2,0194; CV = 3,27%;
p=0,1011) (Figura 31A). Foi possivel observar que nas doses de 1 a 3 g/kg houve redu¢do do
peso corporal, tanto na presenca de SPL3 como de SPL6 ao serem comparadas ao CTLE (F4,79
= 18,3987; CV = 3,27%; p < 0,0001). Curiosamente, na dose de 4g/kg esse efeito foi perdido
nas em ambos os grupos suplementados. Com relagdo ao Comprimento Nasoanal (Figura 31B),
nao houve diferenga entre as suplementacdes (Fi,79 = 0,0312; CV = 5,39%; p = 0,8601), ou
entre as doses (F4,79 = 0,6161; CV = 5,39%; p = 0,6525) e também ndo houve intera¢do entre
os fatores (F4,79 = 0,3464; CV = 5,39%; p = 0,8456), resultado j& esperado, uma vez que as

fémeas eram adultas.

Como reflexo da alteragio de peso corporal, o Indice de Lee das ratas também foi menor
nas ratas suplementadas com 1 a 3 g/kg de 6leo de peixe ou de soja (Fa,79 =4,4461; CV = 6,36%;
p = 0,0029) (Figura 31D). Entretanto, nao foi identificada diferenga entre as suplementacdes
(F1,79=10,0341; CV =6,36%; p = 0,8542) e tampouco interacao entre os fatores (Fs,79 = 0,1529;
CV =6,36%; p=0,9611). Assim, independentemente do AG fornecido, nas doses de 1 a 3 g/kg
houve redugdo do indice de Lee, uma consequéncia direta da reducdo de peso corporal,
enquanto na dose de 4 g/kg o indice foi igual ao encontrado no CTLE. As mensuragdes da
circunferéncia abdominal (Figura 31C) diferiram entre os animais suplementados (Fi79 =
15,1169; CV =2,57%; p < 0,0001), bem como entre as doses (F4,79 =0,6161; CV =5,39%; p =
0,6525). Entretanto, ndo foi identificada interagao entre os fatores (F4,79 = 0,3464; CV = 5,39%;
p = 0,8456). Nas ratas SPL3, observa-se um aumento dose-dependente na circunferéncia
abdominal, enquanto, nas ratas SPL6, esse aumento € expressivo mesmo na menor dose.
Enquanto a suplementacido com 2g/kg de SPL3 promoveu aumento de ca. 3% na circunferéncia
abdominal, a mesma dose de SPL6 promoveu um incremento significativamente maior
(ca.13%). Nas doses de 3 e 4 g/kg a suplementagdo com SPL3 produziu incrementos

semelhantes aos observados com SPL6 (20%).



Figura 31 - Representacao Grafica das Caracteristicas Corporais.

109

SPL3 SPL6 SPL3 SPL6
3007 Aa | T 231
Aa Aa 5 °
—~ Aa —
2 ® Ab o %22-
© 280 2
g Ab * Ab g
S Ab Ab 21
O Ab g
3 ° 0]
8 260 £ 2
o o
1S
[e)
O 194
0g 19 29 3g 4g 0g 19 29 39 4g 0g 19 29 3g 4g 0g 19 29 3g 4g
SPL3 SPL6 D SPL3 SPL6
= 520
€
818 Ba Aa Aa
§ Ba Ba E Aa Aa
= Bb o O 480+
_§17- Be © Aa An Aa | B Bb
< |c # C 8 oo Bo
C C
S 6] @ . o 07 B
8 ©
B 151 8
= \'g 400
S £
Q
oM“re h S I N | ¢ T [ | |1 1 [ |
0g 19 23 3g 4g 0g 19 23 3g 4g 0g 19 23 3g 4g 0g 1g 29 3g 49

Legenda: A: Avaliacdo do Peso Corporal (g); B: Mensuragdo do Comprimento Nasoanal (cm);
C: Mensuragio da Circunferéncia Abdominal (cm); D: Calculo do Indice de Lee (g/cm?); Azul:
ratas CTLE; cinza: ratas SPL3. Amarelo: ratas SPL6. Letras maitsculas se referem ao fator
suplementagao e letras mintusculas se referem ao fator dose. Letras diferentes indicam diferenca
entre os intervalos de confianga.

Com relagao ao perfil de adiposidade das ratas, foi possivel observar que no o tecido
adiposo mesentérico (Figura 32B), houve diferenca entre as suplementacdes (Fi,79 = 126,1409;
CV =10%; p < 0,0001), entre as doses (F4,79 = 264,5409; CV = 10%; p < 0,0001), bem como
houve interagao entre os fatores (Fs,79 = 36,4948; CV = 10%; p <0,0001). Também, foi possivel
observar que no tecido adiposo retroperitoneal (Figura 32C), houve diferenca entre as doses
(Fa79 =51,5818; CV = 13,66%; p < 0,0001) e interagcdo entre os fatores (F4.79 = 9,5409; CV =
13,66%; p < 0,0001), entretanto, ndo houve diferenca entre as suplementagdes (F1,79 = 0,1719;
CV =13,66%; p=0,6793). No tecido adiposo perigonadal (Figura 32A), houve diferenga entre
as suplementacdes (Fi1,79 = 4,6921; CV = 13,32%; p = 0,0337), entre as doses (F4,79 = 43,2089;
CV = 13,32%; p < 0,0001) e interagdo entre os fatores (F4,79 = 14,7869; CV = 13,32%; p <
0,0001).

De maneira geral, as ratas SPL3 apresentaram aumento gradual no peso dos depdsitos
de gordura a partir da dose de 2 g/kg nos tecidos mesentérico e retroperitoneal, enquanto, no

tecido adiposo perigonadal, o ganho de peso foi observado somente a partir da dose de 3 g/kg.
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Nas ratas SPL6 foi observado um aumento progressivo e de maior intensidade no peso desses
depositos a partir da dose de 1g/kg, exceto no tecido adiposo retroperitoneal, em que o aumento
so foi detectado a partir da dose de 3g/kg. Assim, o aumento isolado do peso de cada tecido
adiposo, contribuiu para que houvesse significativo aumento na adiposidade abdominal (Figura
32D), tanto em razao das as suplementagoes (F1,70=417,7528; CV =7,25%; p <0,0001), quanto
das doses (Fa4,79 = 235,6979; CV =7,25%; p < 0,0001) e pela interagdo entre os fatores (F4,79 =
5,3959; CV =17,25%; p <0,0001). Observa-se um aumento do efeito dependente na adiposidade
abdominal em ambos os AG, com um efeito potencializado na presen¢a de n-6. No entanto, na

dose de 4 g/kg, ambos os grupos apresentam valores médios semelhantes de adiposidade

abdominal.
Figura 32 — Representagao Grafica do Perfil de Adiposidade
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Legenda: A: Peso do Tecido Adiposo Perigonadal (g/100g de Peso Corporal); B: Peso do
Tecido Adiposo Mesentérico (g/100g de Peso Corporal); C: Peso do Tecido Adiposo
Retroperitoneal (g/100g de Peso Corporal); D: Estimativa de Adiposidade Abdominal (%).
Azul: ratas CTLE; cinza: ratas SPL3; Amarelo: ratas SPL6. Letras maitsculas se referem ao
fator suplementacao e letras minusculas se referem ao fator dose. Letras diferentes indicam
diferenga entre os intervalos de confianca.
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6.2 PERFIL GLICEMICO E RESPONSIVIDADE

O efeito das suplementa¢des também foi verificado com relagdo a glicemia (Figura
33A), onde foi observado efeito da suplementagado (Fi,79 = 79,1539; CV = 5,66%; p < 0,0001),
entre as doses (Fa,79 = 53,2015; CV = 5,66%; p < 0,0001) e interagdo entre os fatores (F4,79 =
21,1608; CV = 5,66%; p < 0,0001). Observou-se que nas doses de 3 e 4 g/kg de SPL3 houve
aumento nos valores basais de glicemia em jejum (~22%) proporcionais aos encontrados com
a suplementacdo em todas as doses de SPL6. Nas doses de 1 e 2 g/kg de SPL3 os valores de
glicose circulante se mantiveram equivalentes aos observados nas ratas CTLE, enquanto as
doses de 3 e 4 g/kg elevaram as concentracdes aos valores observados nas ratas SPL6. Em
relagcdo insulinemia (Figura 33B), foi observado apenas efeito da dose (Fs79 = 9,4986; CV =
7,65%; p <0,0001), ndo sendo observado efeito da suplementacdo (Fi,79 =2,7138; CV =7,65%;
p = 0,0581), tampouco interacdo entre os fatores (F4.79 = 2,3704; CV = 7,65%; p = 0,0606).
Neste sentido, as ratas suplementadas com 3 g/kg de qualquer AG apresentaram maiores valores
de insulina plasmatica, seguidas pelas doses de 1 g/kg e 4 g/kg. A dose de 2 g, em ambos os

AG, nao promoveu alteragdes os valores circulantes de insulina.

Os resultados do Modelo de Avaliacdo da Homeostase da Resisténcia a Insulina
(HOMA-IR, Figura 33C), demonstraram que houve efeito da suplementacao (Fi,79 = 52,5709;
CV =9,67%; p <0,0001), entre as doses (Fa,70 =40,4128; CV =9,67%; p < 0,0001) e interagdo
entre os fatores (F4,70 = 11,8085; CV =9,67%; p <0,0001). Assim, observou-se que as doses de
1 e 2 g/kg de SPL3 nao modificaram a resisténcia periférica, enquanto as doses de 3 e 4 g de
SPL3 reduziram a responsividade a insulina de maneira similar a todas as doses de SPL6 (ca.
de 38%). Entretanto, também, o Modelo de Avaliacdo da Homeostase da Fungdo das Células
Beta (HOMA-B, Figura 33D), demonstrou o efeito da suplementacdo (Fi79 = 49,4309; CV =
18,61%; p < 0,0001), entre as doses (Fa,70 = 25,1348; CV = 18,61%; p < 0,0001) e interacao
entre os fatores (Fa,79 = 18,1446; CV =18,61%; p <0,0001). De maneira contraria ao observado
no HOMA-IR, as ratas suplementadas com 1 e 2 g/kg de SPL3 mantiveram indices de fun¢do
das células beta em comparacao com as CTLE, enquanto as doses de 3 e 4 g/kg ocorreu reducao
de aproximadamente 33% na funcdo das células . As ratas suplementadas com SPL6,
independentemente da dose, apresentaram reducao de da fungdo das células B em proporgao

semelhante ao efeito encontrado por a¢ao das maiores doses de SPL3
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Figura 33 — Representagao Grafica da Glicemia e Responsividade

A SPL3 SPL6 SPL3 SPL6
101 Aa
Aa Aga Aa

_ A2 Aa Aa Aab Aab
3 120 I o] Ac Ac i Abc
2 2 Abc
© Aa = Ac
£ Bb Bb Bb g 4l
@ 1004 © Bb ® S
c | s i
5 £

I ¢ [ "

801
0g 19 29 3g 49 0y 1g 2g 3g 4g 0g 19 29 3g 4g 0g 19 29 3g 4g

@)
=

SPL3 SPL6 SPL3 SPL6

150

Aa
Aab
~ 1201 Abc Aa
T 901 Bb
Bb Bb

Bb Bp Bb
60- **

w
o

Ba

Be ?
29 39

Ab
\ Ab

Bb
Aa
Be
49

N
&)

Be Be

B

HOMA-IR (U.A.)
N

HOMA-B (U.A.)

-
(&)}
f

0g 1g 29 3g 4g Og 1g 29 35 4g Og 1g 29 3g 4g
E SPL3 SPL6 F SPL3 SPL6
° 231 o °
Aa 221 o Aa ° Aa
50361 Aa Aa Aa Aa
< Aa =21 Ab
=) < Ab
= -] Ab
5 g Ba ~ 201 Ab Ab Ab
= Ba Bb Ba | @
S 0.341 Bb =
e} & Bb 194
( ]
1.81 b
032- T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0g 19 29 39 4g 0g 19 29 3g 49 0g 19 29 3g 49 0g 1g 29 39 4g

Legenda: A: Glicemia Plasmatica (mg/dL); B: Insulina Plasmética (mU/L); C: Indice de
Resisténcia a Insulina - HOMA-IR (U.A.); D: Indice de Fungdo das Células p Pancreaticas -
HOMA-B (U.A.); E: Indice Quantitativo de Sensibilidade & Insulina - QUICKI (U.A.); F: Indice
de Sensibilidade a Insulina - ISI (U.A.). Azul: ratas CTLE; cinza: ratas SPL3; Amarelo: ratas
SPL6. Letras maiusculas se referem ao fator suplementagdo e letras mintsculas se referem ao
fator dose. Letras diferentes indicam diferenga entre os intervalos de confianga.

De maneira semelhante, a analise do Indice Quantitativo de Verificacdo da Sensibilidade
a Insulina (QUICKI, Figura 33E), apresentou efeito da suplementacdo (Fi,79 = 45,6365; CV =
1,61%; p < 0,0001), entre as doses (F4,70 = 33,2688; CV = 1,61%; p <0,0001) ¢ intera¢do entre
os fatores (F4,70 = 11,4029; CV = 1,61%; p < 0,0001). Assim, as ratas suplementadas com 3 ¢ 4
g/kg de SPL3 apresentaram sensibilidade a insulina reduzida, enquanto as doses de 1 e 2 g/kg
mantiveram a responsividade igual ao CTLE. J& nas ratas SPL6, todas as doses promoveram

redugdo no indice de sensibilidade. Por fim, o Indice de Sensibilidade a Insulina (ISI, Figura
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33F), demonstrou existir diferenca apenas entre as doses (Fa79 = 31,1742; CV = 3,54%; p <
0,0001), nao havendo diferenca entre as suplementagdes (Fi,79 = 2,6424; CV = 3,54%; p =
0,1085), nem interagdo entre os fatores (Fa,79 = 2,1109; CV = 3,54%; p = 0,0885). Neste caso,
observou-se que nas doses 1, 2 e 3g/kg houve reducdo da sensibilidade para ambos os AG,

sendo que em 4 g/kg os valores foram equivalentes aos do CTLE.
6.3 PERFIL LIPIDICO E MARCADORES DE RISCO

Em relacdo ao perfil lipidico (Figura 34), concentracdes de triacilglicerois (Figura 34A),
colesterol total (Figura 34B), fragdes HDL (Figura 34C), LDL (Figura 34D) e VLDL (Figura
34E), foi observado, em todos as variaveis estudadas, o efeito da suplementacdo (Fi,79 =
53,2709; CV = 6,58%; p < 0,0001; Fi79 = 66,1929; CV = 7,08%; p < 0,0001; F1,79 = 99,5659;
CV =10,28%; p < 0,0001; Fi 79 = 170,5928; CV = 14,62%; p < 0,0001; F179 = 53,2709; CV =
6,58%; p < 0,0001; respectivamente), o efeito entre as doses (Fa,79 = 43,0367; CV = 6,58%; p
<0,0001; F479 = 85,9988; CV =7,08%; p < 0,0001; F479 = 10,5946; CV =10,28%; p < 0,0001;
Fs4709 = 86,8428; CV = 14,62%; p < 0,0001; F479 = 43,0367; CV = 6,58%; p < 0,0001;
respectivamente) e a interagao entre os fatores (F4,79 = 8,1109; CV = 6,58%; p < 0,0001; F479 =
6,7789; CV = 7,08%; p < 0,0001; F479 = 14,7009; CV = 10,28%; p < 0,0001; F4,79 = 20,2587,
CV =14,62%; p < 0,0001; F4,79 = 8,1109; CV = 6,58%; p < 0,0001; respectivamente).

A partir das determinagdes circulantes, foi observada diferenga clara nas respostas as
suplementagdes. As doses de 1, 2 e 3 g/kg de SPL3 mantiveram os niveis de colesterol total
equivalentes aos do CTLE, além de promoverem aumento gradual do colesterol HDL e reducao
proporcional do colesterol LDL. Por outro lado, as doses de 3 e 4 g/kg de SPL3 resultaram em
aumento gradual dos niveis de triacilglicerdis e colesterol VLDL.Com relagdo as ratas
suplementadas com SPL6, foi possivel identificar resposta dose-dependente, com aumento
progressivo de triacilglicerois, colesterol total, e das fragdes LDL e VLDL, e a diminui¢do de
HDL. A comparagado desses parametros entre os dois tipos de suplementagdo demonstrou que,
em doses equivalentes, o aumento global da lipemia foi menor nas ratas SPL3, mesmo quando

a suplementagdo com SPL3 comegou a perder seus efeitos benéficos.



Figura 34 — Perfil Lipidico e Marcadores de Risco
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Legenda: A: Triacilglicerdis (mg/dL); B: Colesterol Total (mg/dL); C: Colesterol HDL
(mg/dL); D: Colesterol LDL (mg/dL); E: Colesterol VLDL (mg/dL); F: indice de Castelli I
(Colesterol Total/ Colesterol HDL); G: Indice de Castelli IT (Colesterol LDL/ Colesterol HDL);
Razao Lipidica (Triacilglicerdis/ Colesterol HDL). Azul: ratas CTLE; cinza: ratas SPL3;
Amarelo: ratas SPL6. Letras maiusculas se referem ao fator suplementagao e letras minusculas
se referem ao fator dose. Letras diferentes indicam diferenga entre os intervalos de confianga.
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Com relagdo aos valores dos Indices de Castelli I (Figura 34F) e II (Figura 34G),
marcadores de risco cardiovascular, foram observados efeitos da suplementacdo (Fi79 =
101,4719; CV = 15,19%; p < 0,0001; em ambos), da dose (F4,70 = 32,0158; CV = 15,19%; p <
0,0001; em ambos), além de interag@o entre os fatores (F4,79 =8,1109; CV =15,19%; p <0,0001;
em ambos). Da mesma forma, na razao de lipidios (Figura 34H) também foi modificada por
efeito da suplementacao (Fi,79 = 104,6889; CV = 14,79%; p <0,0001), da dose (F4,70 = 16,3718;
CV = 14,79%; p < 0,0001), além de existir interacdo entre os fatores (F479 = 6,9989; CV =
14,79%; p < 0,0001). Os resultados indicaram que a suplementacdo com SPL3, até a dose de 3
g/kg, promoveu reducdo significativa nesses indices, sugerindo um efeito benéfico e
cardioprotetor associado a essa dosagem. No entanto, foi observado que a dose de 4 g/kg teve
um efeito contrario ao esperado, promovendo a elevacdo dos valores e, por conseguinte,
aumentando os riscos de desenvolvimento de doencas cardiovasculares. Esses dados se
aproximam dos resultados observados na suplementacdo com SPL6, onde se identificou uma
resposta dose-dependente, na qual os riscos cardiovasculares aumentam proporcionalmente ao
aumento da dose de suplementacdo. Esses achados sugerem a importancia de um controle
criterioso na recomendacao e uso de SPL3, buscando maximizar os beneficios e evitar possiveis

efeitos adversos.
6.4 PERFIL DAS CELULAS DE DEFESA

Com relagao ao perfil das células do sistema imunologico (Figura 35), nao foi observado
efeito da suplementagao (Fi,79 = 1,2039; CV =10,13%; p = 0,2763), tampouco entre os fatores
(Fa,79 = 0,2609; CV = 10,13%; p = 0,9017) a quantificacao das fracdes do hematocrito (Figura
36A). Entretanto, houve diferenca entre as doses (Fa79 =39,5718; CV = 10,13%; p < 0,0001).
Foi possivel observar que os efeitos das suplementacdes foram similares. As doses de 1,2 e 3
g/kg, independentemente do tipo de suplementacdo, promoveram redug¢do nos valores de
hematocrito, enquanto a administragdo de 4 g/kg, seja qual for a suplementacdo utilizada,
manteve os valores iguais aos do CTLE. Esses dados sugerem que esse parametro pode ser
modificado pelas suplementagdes. Com relacdo ao percentual de linfécitos circulantes, foi
observado o efeito da suplementacao (Fi,70 = 58,5499; CV = 7,13%; p < 0,0001) e interagao
entre os fatores (Fs,79 = 7,5889; CV = 7,13%; p < 0,0001), enquanto ndo foi identificado efeito
entre as doses (Fa,79 = 0,6498; CV =7,13%; p = 0,6284) (Figura 37B). Os resultados revelaram
um efeito oposto entre as suplementacdes estudadas. As ratas que receberam SPL3
apresentaram redu¢do gradual na porcentagem de linfocitos a medida que a dose aumentava,

sugerindo efeito imunomodulador que reduz a disponibilidade linfocitaria. Em contrapartida,
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as ratas suplementadas com SPL6 apresentaram aumento gradual na porcentagem de linfocitos,
indicando efeito potencialmente estimulador desse tipo de suplementacdo, sobre a resposta

linfocitaria.

De maneira similar, na contagem de monocitos (Figura 35C), foram observados efeito
da suplementagao (F1,79 = 31,6419; CV = 30,61%; p < 0,0001) e efeito das doses (Fa79 =
3,5189; CV =30,61%; p = 0,0112), mas nao foi identificada intera¢ao entre os fatores (F4,79 =
2,2788; CV = 30,61%; p = 0,0693). Os resultados mostraram uma redu¢@o na contagem de
mondcitos nas ratas suplementadas com SPL3, enquanto as ratas que receberam SPL6
apresentaram um aumento no nimero de monocitos circulantes. Em conjunto vemos que as
suplementagdes exercem efeitos antagonicos sobre essa variavel, indicando potencial ativagao
de mecanismos inflamatérios pelos AGs n-6, enquanto AGs n-3 podem exercer efeito de
supressao. De forma contréria, a contagem de granuldcitos (Figura 35D) demonstrou efeito da
suplementacgdo (Fi,79 = 86,6949; CV = 17,98%; p < 0,0001), e houve interagao entre os fatores
(Fa79 = 8,6089; CV = 17,98%; p < 0,0001), entretanto, ndo houve diferenga entre as doses
avaliadas (F4,70 =0,5814; CV =17,98%; p=0,5814). Foi possivel observar que a suplementagado
com SPL3 resultou em um aumento gradual na contagem de granuldcitos (eosinofilos e
basofilos), sugerindo efeito estimulatdrio sobre a viabilidade e populagdo celular circulante. Em
contraste, a suplementa¢do com SPL6 levou a uma redu¢do no numero de granuldcitos. Esses
dados sugerem que as suplementacdes podem modular parametros da resposta imunoldgica

regulados por este tipo celular.

Por fim, ao se avaliar a contagem de neutrofilos (Figura 35E) e de macréfagos
peritoneais (Figura 4F), foram observados efeitos da suplementacdo (Fi,79 = 53,7578; CV =
5,19%; p < 0,0001; F179 =42,3609; CV = 6,92%; p < 0,0001, respectivamente), da dose (F4,79
= 76,7179; CV = 5,19%; p < 0,0001; Fs79 = 55,4818; CV = 6,92%; p < 0,0001,
respectivamente), além de interacao entre os fatores (F4.79 = 6,1047; CV = 5,19%; p = 0,0002;
F4.79 = 8,0067; CV = 6,92%; p < 0,0001, respectivamente). Nas doses de 1 e 2 g/kg de SPL3,
foi identificada redu¢@o na contagem de neutréfilos e macrdéfagos, enquanto todas as doses de
SPL6 resultaram em um aumento na contagem dessas células, de forma dose-dependente. De
forma similar, as doses de 3 e 4 g/kg da suplementacdo com SPL3 também promoveram
aumento na contagem de neutrofilos e macrofagos, alcangando valores proximos aos
observados com SPL6. Esses dados sugerem que doses elevadas de AGs n-3 podem regular
uma possivel estimulacdo da resposta imunologica, assim como AGs n-6, ¢ podem modular

positivamente a resposta inflamatoria.



Figura 35 — Perfil de Células de Defesa
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Legenda: A: Hematdcrito (%); B: Linfocitos (%); C: Monocitos (%); D: Granulocitos —
Eosindfilos e Basofilos (%); E: Neutréfilos (Células x 10°); F: Macréfagos (Células x 10°).
Azul: ratas CTLE; cinza: ratas SPL3; Amarelo: ratas SPL6. Letras maitsculas se referem ao
fator suplementacao e letras mintusculas se referem ao fator dose. Letras diferentes indicam
diferenca entre os intervalos de confianga.

6.5 ATIVIDADE DOS MACROFAGOS PERITONEAIS

Parametros de atividade dos macrofagos peritoneais estdo apresentados na Figura 36.
Com relagdo a capacidade de adesdo (Figura 36A), foi observado efeito da suplementacao (Fi,79
=18,5249; CV =10,11%; p < 0,0001), da dose (F4,79 = 142,3398; CV =10,11%; p <0,0001) e
13,4747; CV = 10,11%; p < 0,0001). Observou-se que a

suplementagdo com SPL3 aumentou a capacidade de adesdo celular de maneira dose-

da interagdo entre os fatores (Fa70 =

dependente, até a dose de 3 g/kg, enquanto na dose de 4 g/kg houve significativa reducao na
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capacidade de adesdo. Esses resultados sugerem que em niveis moderados de suplementagao,
pode haver efeito positivo sobre capacidade de adesao das células, que passa a ter efeito
inibitério em dosagens mais elevadas. De forma semelhante, a suplementacdo com SPL6
promoveu uma redu¢do na capacidade de adesdo a partir da dose de 3 g/kg, reforcando o
impacto das dosagens mais altas na modulagdo dessa caracteristica celular. Com relagdao a
fagocitose (Figura 36B), ndo foi identificado efeito da suplementagdo (Fi79 = 1,4211; CV =
16,13%; p = 0,0001), mas sim efeito da dose (F4,79 = 109,8962; CV = 16,13%; p < 0,0001) e
interagdo entre os fatores (Fa,79 =30,5268; CV =16,13%; p <0,0001). Nas ratas suplementadas
com SPL3, observou-se um aumento na capacidade de fagocitose em todas as doses, com um
destaque para a dose de 3 g/kg, que promoveu uma atividade fagocitdria superior em
comparac¢do as demais doses. Em contraste, a capacidade de fagocitose aumentou de forma

dose-dependente nas ratas suplementadas com SPL6.

A avaliacdo do volume lisossomal (Figura 36C) demonstrou efeito da suplementagio
(F1,79=18,5249; CV=10,11%; p<0,0001), da dose (F4,79 =43,3398; CV=10,11%; p <0,0001)
e interagao entre os fatores (Fs79 = 13,4747; CV = 10,11%; p < 0,0001). Observou-se que a
suplementagao com AGs n-3 promoveu aumento na taxa de retengdo lisossomal, com efeito
consistente em todas as doses, embora a dose de 4 g/kg o efeito tenha se apresentado mais
acentuado. Nas ratas suplementadas com AG n-6, o aumento na reten¢do lisossomal foi
identificado nas doses de 3 e 4 g/kg. Por fim, a producdo de anion superoxido (Figura 36D),
peroxido de hidrogénio (Figura 36E) e de 6xido nitrico (Figura 36F), foram influenciadas pela
suplementacdo (Fi,79 = 106,7451; CV = 6,81%; p <0,0001; F1,79 =226,3702; CV =5,42%; p <
0,0001; Fi79 = 214,5489; CV = 5,25%; p < 0,0001, respectivamente), pela dose (F479
216,4979; CV = 6,81%; p < 0,0001; Fa79 = 295,2189; CV = 5,42%; p < 0,0001; F479 =

343,2812; CV =5,25%; p < 0,0001, respectivamente) e ainda houve interagdo entre os fatores
(Fa79 = 9,6452; CV = 6,81%; p < 0,0001; Fs79 = 19,9541; CV = 5,42%; p < 0,0001; F479 =
17,4018; CV =5,25%; p <0,0001, respectivamente). Para todas as espécies reativas analisadas,
foi possivel observar um efeito dose-resposta para ambas as suplementagdes, indicando que

com o aumento da dose hé incremento na producao de espécies reativas, pelos macréfagos.
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Figura 36 -Atividade dos Macrofagos Peritoneais
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Legenda: A: Capacidade de Adesdo (Células x 10°); B: Capacidade de Fagocitose (Células x
10°); C: Volume Lisossomal (Células x 10°); D: Produgio de Anion Superéxido (Células x 10°);
E: Producio de Perdxido de Hidrogénio (Células x 10°); F: Produgéo de Oxido Nitrico (Células
x 10°). Azul: ratas CTLE; cinza: ratas SPL3; Amarelo: ratas SPL6. Letras maitsculas se referem
ao fator suplementagdo e letras mintisculas se referem ao fator dose. Letras diferentes indicam
diferenca entre os intervalos de confianga.

6.6 INDICE DE RESPOSTA BIOLOGICA

Os dados integrativos, obtidos pelo indice de resposta bioldgica, das ratas
suplementadas, estdo apresentados na figura 6 (SPL3 (Figura 37A) e SPL6 (Figura 37B)). Esses
dados sugerem um aumento nas caracteristicas indicativas de obesidade, mas apenas nas doses
mais altas, de 3 e 4 g/kg (x> = 22,2431, df = 4, p = 0,0001; > = 16,0889, df = 4, p = 0,0029,
respectivamente). Esses resultados sugerem que a suplementagdo, em doses elevadas, pode

influenciar os indicadores de obesidade, destacando a importancia de monitorar
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cuidadosamente as doses para evitar efeitos adversos na composi¢do corporal. Entretanto,
nenhuma das suplementagdes resultou em alteragdes significativas quanto a homeostase
glicémica, indicando que tanto SPL3 quanto SPL6 (x2 =0,0201, df =4, p=0,9897; 2 =0,0198,
df=4, p=0,9987, respectivamente), mesmo em doses elevadas, ndo comprometeram o controle

das concentracdes de glicose circulante e, tampouco, favoreceram um quadro de diabesidade.

Também foi possivel identificar que as doses de 1 e 2 g/kg de SPL3 promoveram
melhora na homeostase lipidica, em especial pela acdo dos AGs n-3 sobre as concentracdes de
TAG, colesterol total e HDL, um efeito amplamente conhecido desses acidos graxos, indicando
um impacto positivo sobre o perfil lipidico. Em contraste, a dose de 4 g/kg de SPL3 resultou
em um desequilibrio da homeostase lipidica, semelhante ao observado em todas as doses de
SPL6, que induziram quadros de dislipidemia. Esses achados sugerem que, enquanto doses
moderadas de SPL3 podem ser benéficas para a regulagdo lipidica, doses mais elevadas, podem
comprometer a homeostase lipidica e levar a alteragdes indesejaveis, como a dislipidemia de
forma semelhante a qualquer dose de SPL6, (x> = 14,5498, df =4, p = 0,0057; y*> = 23,1487, df
=4, p=<0,0001, respectivamente).

Em relagdo ao perfil das células do sistema imunologico, nenhuma das suplementagdes
promoveu alteracdes significativas na contagem dessas células, indicando que tanto SPL3
quanto SPL6 n3o modificam de maneira relevante o repertério de células imunolédgicas (y~ =
0,0321, df = 4, p = 0,9783; x° = 0,0279, df = 4, p = 0,9899, respectivamente), apesar de se
identificar flutuagdes na contagem entre as doses mais altas destes adcidos graxos. Por fim, todas
as doses de ambos os acidos graxos aumentaram de maneira dose-dependente, a atividade dos
macrofagos peritoneais (X2 = 27,7331, df = 4, p < 0,0001; Xz = 21,4382, df = 4, p = 0,0002,
respectivamente). Esse aumento foi mais expressivo nas ratas suplementadas com SPL3,
especialmente nas doses mais baixas, o que pode indicar potencial melhoria na capacidade de
defesa do sistema imunolégico. No entanto, quando associado ao quadro de dislipidemia e as
alteracdes corporais observadas, esse aumento na atividade imunologica pode ter efeitos
adversos, sugerindo que, na presenga de risco de desequilibrio metabdlico, a resposta de célula

de defesa pode favorecer um cenario pro-inflamatoério.
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Figura 37 — Indice de Resposta Biologica
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Legenda: Gréficos de radar do Indice de Resposta Bioldgica. A: Grupos suplementados com
n-3. B: Grupos suplementados com n-6. Azul: ratas CTLE; cinza: ratas SPL3; Amarelo: ratas
SPL6.

Por fim, os dados foram submetidos a analise de similaridade e agrupamento utilizando
o método de vizinho mais proximo, com o intuito de identificar possiveis doses benéficas e ndo
seguras de ambos os 4cidos graxos (Figura 38). Os resultados mostraram que qualquer dose de
SPL3 e SPL6 promove alteragdes em relacao as ratas a auséncia de suplementagcdo (CTLE).
Especificamente nas ratas suplementadas com SPL3 (Figuras 38A e B), observou-se que as

doses de 1 e 2 g/kg apresentaram uma maior similaridade entre si e estavam mais proximas do
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perfil das ratas CTLE. Isso se deve, principalmente, a melhoria nas caracteristicas corporais, na
homeostase lipidica e no potencial aumento da capacidade de defesa imunologica. Em
contrapartida, as doses de 3 e 4 g/kg se distanciaram do perfil CTLE, possivelmente devido a
inducdo de alteragdes corporais, da ocorréncia de dislipidemia e ao aumento acentuado da
atividade dos macrofagos. Esses achados enfatizam a importancia de uma dosagem cuidadosa
para maximizar os beneficios das suplementacdes enquanto se minimizam os riscos de efeitos
adversos (- = 64,2818, df =4, p <0,0001). Com relagdo a suplementacdo com AG n-6 (SPL6),
todas as doses avaliadas se afastaram do perfil das ratas CTLE (Figura 38C e D), evidenciando
o efeito dose-dependente relacionado ao surgimento de alteragdes obesogénicas e

dislipidémicas, além da atividade aumentada dos macrofagos (x> = 48,5539, df =4, p <0,0001).

Figura 38 — Analise Multivariada do Agrupamento do Indice de Resposta Biologica
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Legenda: Analise multivariada do Indice de Resposta Bioldgica. A: Analise de Componentes
Principais dos grupos referentes a suplementacao com n-3. B: Dendrograma de agrupamento
hierarquico correspondente a analise apresentada em A. C: Analise de Componentes Principais
dos grupos referentes a suplementacdo n-6. D: Dendrograma de agrupamento hierarquico
correspondente a analise apresentada em C. A distribuicdo dos grupos reflete o efeito dose-
dependente sobre o indice composto de resposta biologica.
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7. AVALIACAO DE PARAMETROS DE SINDROME METABOLICA GESTACIONAL

7.1 GANHO DE PESO CORPORAL E CONSUMO ALIMENTAR

O ganho de peso corporal foi acompanhado durante as 111 semanas experimentais
(Experimentos II e III). A analise do ganho de peso corporal percentual (Figura 39A) dessas
fémeas indicou que nao houve diferenca de ganho de peso entre os grupos (p =0,7711), sendo
que todas as progenitoras ganharam peso de forma similar ao longo das semanas experimentais
(p <0,0001). De forma similar, o consumo alimentar (Figura 39B) nao diferiu entre os grupos
(p = 0,17030, sendo que todas as progenitoras tiveram acréscimo no consumo alimentar de

forma similar ao longo das semanas experimentais (p < 0,0001).

Figura 39 — Representagdo grafica do Ganho de Peso e Consumo Alimentar
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Legenda: A: Ganho de Peso Corporal (%); B: Consumo Alimentar (%). Ambas as medidas
acompanhadas para os Experimentos II e III, durante as 11 semanas experimentais
(aclimatagdo, acasalamento, gestacdo e lactagdo). Azul: ratas CTLE; cinza: ratas SPL3;
Amarelo: ratas SPL6; Preto: ratas SPL9.
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7.2 AVALIACAO DAS RATAS EM PERIODO PRE-GESTACIONAL

Os resultados obtidos do teste de tolerancia a glicose intraperitoneal (ipGTT)
demonstraram que no periodo pré-gestacional (Figura 40) nao ha diferenca entre os grupos (p
=0,4842; Figura 40B), o que sugere que nenhuma das suplementag¢des foi habil em induzir um
quadro de intolerancia periférica a glicose. Na avalia¢ao de variagao da curva de glicemia, todos
os grupos apresentam pico de glicemia ap6s 10 minutos da injecao intraperitoneal da solugao
hipertonica de glicose e 0 mesmo padrdo de varia¢do da curva de glicemia ao longo do tempo
(p <0,0001; Figura 40A). A variagdo total da glicemia ao longo do intervalo de realizacdo do
teste também nao diferiu entre os grupos experimentais (p = 0,5094; Figura 40C), sugerindo
que a suplementag¢dao nao modifica a capacidade de captacao do organismo de captar glicose.

Figura 40 — Representacdo Grafica da variagdo da glicemia durante o teste de tolerancia a
glicose no Periodo Pré-Gestacional.
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Legenda: A e B: Avaliagio da varia¢io glicémica ao longo do teste; C: Area sob a curva da
variagdo glicémica durante todo o teste. Azul: ratas CTLE; cinza: ratas SPL3; Amarelo: ratas
SPL6; Preto: ratas SPL9. Letras diferentes significam niveis de intervalos de confiancga
estatisticamente diferentes.

SPLY

Tratando-se das caracteristicas corporais (Figura 41A), ¢ possivel identificar que as
diferentes suplementagdes empregadas foram habeis em modificar parametros corporais das
ratas dos grupos SPL em comparacdo com as do grupo CTLE. O deslocamento a direita dos
poligonos representativos dos dados em relacao ao eixo X, permite sugerir que houve aumento
dos valores nominais das variaveis. A analise das flutuacdes dos parametros, permite identificar

que o deslocamento dos dados estd associado principalmente ao aumento na adiposidade
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corporal (p <0,0001). Adicionalmente, as ratas dos grupos SPL6 e SPL3, além de apresentarem
um aumento da adiposidade e do peso uterino em relagao as ratas do grupo SPL9, acompanhado
de incremento significativo no peso uterino (p < 0,0001), intensificam o deslocamento dos

poligonos.

Em relagao ao perfil plasmatico (Figura 41B), as ratas SPL apresentaram aumento da
glicemia (p = 0,0055) e reducdo das proteinas (p = 0,0006) e do acido urico plasmatico (p =
0,0004) quando comparadas as CTLE, que provocou o deslocamento positivo dos poligonos
em relagdo ao eixo x (p < 0,0001). No entanto, a comparagdo entre os grupos suplementados
demonstra que as ratas SPL3 e SPL6, quando comparadas as SPL9, apresentaram deslocamento
negativo em rela¢do ao eixo y, em decorréncia do aumento da colesterolemia (p < 0,0001),
aumento da insulinemia (p = 0,0286) e consequente reducdo da sensibilidade periférica a
insulina (p =0,0053). Por fim, as ratas SPL3 ainda apresentaram deslocamento negativo quando

comparadas as SPL6 e SPL9, em decorréncia da redu¢do da triacilglicerolemia (p = 0,0032).

A figura 41C apresenta os resultados do perfil hematologico das ratas. Nessa analise,
apenas as ratas SPL6 apresentaram alteragdes significativas, quando comparadas as CTLE, em
razdo do aumento da hemoglobina corpuscular (p = 0,0454), da percentagem de neutroéfilos e
mondcitos sanguineos (p < 0,0001, em ambos). Essas variagdes individuais foram responsaveis
pelo deslocamento positivo do poligono em relacao ao eixo x (p < 0,0001). As ratas dos grupos

SPL3 e SPL9 nido apresentaram diferengas, quando comparadas as CTLE (p > 0,05).

A avaliagdo da atividade dos fagdcitos demonstra que as ratas SPL apresentaram
alteragoes significativas, quando comparadas as CTLE (Figura 41D). Esse resultado pode ser
identificado em razdo do deslocamento positivo dos poligonos representativos dos grupos
suplementados em relagdo ao eixo y (p < 0,0001). Essa modificagdo do padrdo de resposta dos
fagocitos ¢ decorrente do aumento de fagocitose e retencdo dos macréfagos peritoneais e
neutr6filos sanguineos (p < 0,0001). A comparagdo entre os grupos demonstra que as ratas
suplementadas apresentaram diferengas entre si, em que as ratas SPL3 apresentaram maior
deslocamento positivo em relagdo ao eixo y, em razdo do aumento da produgdo de espécies
reativas de oxigénio (p < 0,0001) e nitrogénio (p = 0,0001) pelos macréfagos peritoneais. Com
relacdo as ratas SPL9 e SPL6, o deslocamento positivo apresentado em relagdo ao eixo x, foi
determinado pelo aumento do volume lisossomal dos macrofagos e neutrofilos (p < 0,0001, em
ambos) e reducao da adesao dos macréfagos (p < 0,0001). Por fim, as ratas SPL6 apresentaram
maior deslocamento em relacdo ao eixo x, em decorréncia do aumento na producao de espécies

reativas de oxigénio (p < 0,0001) e nitrogénio pelos neutrdfilos (p = 0,0041).
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Figura 41 - Representacdo Grafica em Forma de Grafico de Dispersao das Relagdes
Multivariadas da Andalise de Coordenadas Principais (PCoA) das Caracteristicas Maternas no

periodo pré-Gestacional.
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Legenda: A: Caracteristicas Corporais (Peso Corporal, CNA, indice de Lee, Figado, Tecidos
Adiposos Mesentérico, Retroperitoneal e Perigonadal, Adiposidade Corporal, Utero); B: Perfil
Plasmatico (Insulina, HOMA-IR, HOMA-B, QUICKI, Proteinas, Albumina, Glicose,
Triacilglicerdis, Colesterol Total, Acido Urico, POy, Ca®", Mg2+, CI); C: Perfil Hematologico
(HT, HB, RBC, MCH, MCHC, MCV, LYNF, MON, NEUT); D: Atividade dos Fagocitos
(Adesao dos macrofagos e Fagocitose, Volume Lisossomal, O>", H>O> € NO dos macrofagos e
neutrofilos). Eixos X e Y: correlagdo entre todas as variaveis da matriz de distancia. Cada
poligono representa um grupo experimental, sendo azul: ratas CTLE; cinza: ratas SPL3;
amarelo: ratas SPL6; preto: ratas SPL9. Setas indicam as variaveis que influenciam a dispersao

dos grupos (p < 0,05).
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7.3 AVALIACAO DAS RATAS EM PERIODO PERINATAL (DIA GESTACIONAL 18)

As andlises obtidas do teste de tolerancia periférica a glicose, realizado no periodo
perinatal (Figura 42), evidenciam que no pico da glicemia ap6s 10 min da inje¢ao da solugao
de glicose, as ratas SPL6 e SPL9 apresentaram os maiores valores de glicose plasmatica, quando
comparadas as CTLE e SPL3 (p < 0,0001; Figura 42B). As tomadas de valor da glicemia a
partir desse ponto de analise demonstram que as ratas suplementadas, independentemente do
grupo, apresentaram redu¢do na velocidade de captacdo de glicose até o final do teste, sem o
retorno na glicemia aos valores basais (p < 0,0001; Figura 42A). De forma semelhante, quando
analisada a variacdo da glicemia total, as ratas SPL6 e SPL9 apresentaram maior variacao
quando comparadas as ratas CTLE e SPL3, enquanto as SPL3 apresentaram maior variacao

somente em comparagdo as CTLE (p < 0,0001; Figura 42C).

Figura 42 — Representagdo Grafica da variagdo da glicemia durante o teste de tolerancia a
glicose no Periodo Perinatal (DG18).
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Legenda: A e B: Avaliagio da variagdo glicémica durante 160 minutos de avaliagio; C: Area
sob a curva da variacao glicémica durante todo o teste. Azul: ratas CTLE; cinza: ratas SPL3;
Amarelo: ratas SPL6; Preto: ratas SPL9. Letras diferentes significam niveis de intervalos de
confianca estatisticamente diferentes.

A analise de caracteristicas corporais permitiu identificar alteragdes significativas nas
ratas dos grupos SPL em comparacao com as do grupo CTLE, conforme evidenciado pelo
deslocamento positivo dos poligonos em relagdo ao eixo x (Figura 43A). Essa modificagdo do
perfil dos parametros estd associada ao aumento na adiposidade corporal (p < 0,0001).

Adicionalmente, foi possivel identificar que as ratas dos grupos SPL6 e SPL9 também
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apresentaram aumento da adiposidade, redu¢do do peso do rim e do pancreas em relagao as

ratas do grupo SPL3, intensificando o deslocamento dos poligonos.

Em relacdo ao perfil plasmatico também foi possivel verificar que as ratas SPL
apresentaram alteragdes significativas, quando comparadas as CTLE (Figura 43B). O
deslocamento positivo dos poligonos representativos dos grupos suplementados em relagao ao
eixo x (p < 0,0001), permite identificar as diferencas entre os grupos. Essas alteracdes sao
decorrentes do aumento da glicemia (p = 0,0055), reducdo da sensibilidade periférica a insulina
(p <0,0001), reducao das proteinas (p < 0,0001) e do acido trico plasmatico (p < 0,0001). No
entanto, em razao do aumento da triacilglicerolemia (p = 0,0005) e redugdo da insulinemia (p
=0,0012), as ratas SPL9 e SPL6 apresentaram deslocamento negativo em relagdo ao eixo y em
comparagdo ao CTLE. Por fim, nas ratas SPL3 ocorreu deslocamento positivo em relagdo ao
eixo y, em decorréncia da reducdo da triacilglicerolemia (p = 0,0005) e aumento da insulinemia

(p =0,0012), quando comparadas as SPL6 e SPL9.

A andlise de parametros hematologicos das ratas permitiu identificar que as ratas SPL
apresentaram alteracdes significativas, quando comparadas as CTLE (Figura 43C), o que ¢
atestado pelo deslocamento negativo do poligono em relacdo ao eixo x (p < 0,0001). Essa
alteracdo ¢ decorrente do aumento das percentagens de linfocitos (p < 0,0001), neutréfilos (p <
0,0001) e monocitos (p < 0,0001). As ratas SPL6 foram as que apresentaram maior
deslocamento, em razao do incremento no niumero dessas células quando comparadas as SPL9

e SPL3.

Por fim, também foi identificado o efeito das suplementacdes em relacao a atividade
dos fagdcitos (Figura 43D). Nas ratas SPL foram identificadas alteragdes significativas, quando
comparadas as CTLE, em razdo do deslocamento positivo dos poligonos em relagdo aos eixos
x ey (p < 0,0001). Tal deslocamento em relagdo ao CTLE ¢ decorrente do aumento da
fagocitose e volume lisossomal dos macrofagos peritoneais e neutrofilos sanguineos (p <
0,0001). Além de diferir do CTLE, o grupo SPL3 apresentou diferengas em relacao aos outros
grupos suplementados, pois apresentou aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio
(p <0,0001) e nitrogénio (p < 0,0001) pelos macrdéfagos peritoneais e neutrofilos sanguineos,

promovendo o deslocamento positivo em relagdo ao eixo X.
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Figura 43 - Representagdo Grafica em Forma de Grafico de Dispersdo das Relagoes
Multivariadas da Analise de Coordenadas Principais (PCoA) das Caracteristicas Maternas no
periodo perinatal (DG 18).
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Legenda: A: Caracteristicas Corporais (Peso Corporal, CNA, Indice de Lee, Figado, Tecidos
Adiposos Mesentérico, Retroperitoneal e Perigonadal, Adiposidade Corporal, Utero); B: Perfil
Plasmatico (Insulina, HOMA-IR, HOMA-B, QUICKI, Proteinas, Albumina, Glicose,
Triacilglicerdis, Colesterol Total, Acido Urico, POy, Ca?", Mg?*, CI); C: Perfil Hematoldgico
(HT, HB, RBC, MCH, MCHC, MCV, LYNF, MON, NEUT); D: Atividade dos Fagocitos
(Adesao dos macrofagos e Fagocitose, Volume Lisossomal, O2", H>O> € NO dos macrofagos e
neutrofilos). Eixos X e Y: correlagdo entre todas as variaveis da matriz de distancia. Cada
poligono representa um grupo experimental, sendo Azul: ratas CTLE; cinza: ratas SPL3;
Amarelo: ratas SPL6; Preto: ratas SPL9. Setas indicam as varidveis que influenciam na
dispersao dos grupos (p < 0,05).
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7.4 EFEITO DO ESTADO GRAVIDICO SOBRE AS CARACTERISTICAS MATERNAS

Caracterizando as alteragdes corporais das ratas no periodo pré-gestacional, pode-se
observar a participacdo das suplementagdes como fatores de modificacdo das caracteristicas
corporais (em todos os grupos; p < 0,0001) quando comparadas ao grupo CTLE (f? = 1,04)
(Figura 44A). Na presenca do estado gravidico ¢ possivel identificar que existe potencializagao
das alteracdes corporais (f > = 1,40), onde nos grupos suplementados as alteragdes pré-
estabelecidas pela suplementacgao sdo reforcadas quando comparadas as CTLE (p < 0,001, em

todos os grupos).

De forma similar, a caracterizacdo das alteracdes plasmaticas das ratas (Figura 44B)
permitiu observar relagdo entre as suplementacdes e as mudangas identificadas quando
comparadas as CTLE (p < 0,001, em todos os grupos) no periodo pré-gestacional (/> = 1,82).
Quando as alteracdes plasmaticas foram avaliadas na presenca do estado gravidico, foi possivel
identificar que as alteragdes plasmaticas sdo potencializadas por este estado (/2 = 3,43), de
forma que os grupos suplementados, quando comparados ao grupo CTLE, apresentam reforco

das alteracdes pré-estabelecidas pela suplementacao (p < 0,001, em todos os grupos).

Por fim, a andlise das alteracdes hematoldgicas no periodo pré-gestacional, permitiu
identificar que somente a suplementacdo com PUFAs n-6 apresentou relagao (p < 0,0001) com
as mudangas identificadas em comparacao ao grupo CTLE (f?=0,50) (Figura 44C). No entanto,
o estado gravidico promove nos grupos SPL3 e SPL9 altera¢des similares aquelas encontradas
no grupo SPL6 no estado pré-gestacional, enquanto ocorre potencializagdo das alteragdes

hematolédgicas nas SPL6 (f 2 = 0,98), quando comparadas as CTLE (p < 0,01, em todos os
grupos).

Por fim, na caracterizagdo das alteracdes da atividade dos fagocitos em relagdo ao
periodo de vida das ratas (Figura 44D), pode-se observar que as suplementagdes tém efeito
sobre esses parametros (p < 0,0001, em todos os grupos), durante o periodo pré-gestacional,
quando em comparacao ao grupo CTLE (f2 = 2,09). Na presenca do estado gravidico existe
potencializacdo das alteragdes de atividade dos fagocitos (f 2 = 2,68), onde as alteracdes pré-
estabelecidas apresentam-se exacerbadas nos grupos suplementados quando comparadas as

CTLE (p <0,0001, em todos os grupos).



Figura 44 - Caracteristicas Maternas em relagdo ao periodo de vida avaliados.
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7.4 RELACAO DAS CARACTERISTICAS MATERNAS

A partir do particionamento da variancia em dois modelos, representado pelas
coordenadas dos pontos em relagdo ao eixo x (Figura 45A) e pelas coordenadas dos pontos em
relag@o ao eixo y (Figura 45B), foi possivel identificar que os pardmetros avaliados participam
da explicagdo de 97,4% dos achados no modelo A e 94,9% no modelo B como variaveis de
consequéncia nos modelos. Somente 2,6% da variacdo no modelo A e 5,1% no modelo B
permaneceram sem relacdo com as variaveis avaliadas, fato que pode ser explicado por efeitos
aleatorios nos modelos. No primeiro modelo, a interagdo entre a variacao do perfil plasmatico
e da atividade dos macrofagos participa da explicacdo de 86,7% dos dados, mas apesar disso, a
associagdo da variacdo observada nas caracteristicas corporais e do perfil plasmatico explica
apenas 29,2% dos dados. De forma individualizada, 17% dos dados sdo explicados pelas
caracteristicas corporais, 13,2% dos dados sdo explicados pelo perfil hematologico e 23,1% dos
dados sdo explicados pela atividade dos fagécitos. Enquanto isso, no segundo modelo, a
explicacao de 22,3% dos dados esta relacionada com a interacdo entre a variagao do perfil
hematologico e da atividade dos macrofagos, embora de forma individualizada, 67,9% dos
dados sejam explicados pela atividade dos fagdcitos e 10% dos dados sejam explicados pelas
caracteristicas corporais.

Figura 45 — Diagrama de Venn do Particionamento da variancia com as contribui¢des de cada matriz
de variaveis preditoras das Caracteristicas Maternas no Periodo Gestacional 18.

B

A Perfil Plasmatico Perfil Hematologico Perfil Plasmatico Perfil Hematologico

Caracteristicas
Corporais

Atividade dos Caracteristicas
Fagdcitos Corporais

Atividade dos
Fagdcitos

Residuos = 0,026 Residuos = 0,051

Legenda: A: Pontos referentes ao eixo X das PCoAs. B: Pontos referentes ao eixo Y das
PCoAs. Valores representados das retengdes de varidncia em cada modelo (p < 0,05). Residuos:
valores de variancia ndo representados pelos modelos.
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7.6 DISTRESSE OXIDATIVO E INCORPORACAO DE ['*C]2-DG E [*H]-16:0

Tratando-se da Producdo de Espécies Reativas pelo tecido uterino, observaram-se
alteracdes significativas nas ratas dos grupos SPL em comparacdo com as do grupo CTLE,
conforme evidenciado pelo deslocamento positivo dos poligonos em relagdo ao eixo x (Figura
46A). Essa modificacdo estd associada ao aumento da producdo de anion superoxido (p <
0,0001), de peroxido de hidrogénio (p < 0,0001) e de 6xido nitrico (p <0,0001). O aumento na
producdo de EORs promoveu aumento do Aciimulo de Danos Oxidativos nas ratas SPL quando
comparadas as CTLE (Figura 46B). Foi possivel identificar, em todos os grupos suplementados,
aumento na taxa de peroxidacao de lipidios (p < 0,0001) e carbonilagdo de proteinas (p <
0,0001), acompanhados da reducao dos tiois ndo-proteicos (p < 0,0001). Nao foi identificado

aumento na colinesterase e metalotioneina, marcadores de Toxicidade Tecidual (Figura 46C).

A avaliacdo do tecido placentario também revelou que a Producdo de Espécies Reativas
foi modificada nas ratas dos grupos SPL em comparacao com as do grupo CTLE (Figura 46D).
foi identificado aumento na produg¢dao de anion superoxido (p < 0,0001), de peroxido de
hidrogénio (p < 0,0001) e de o6xido nitrico (p < 0,0001). Assim como no tecido uterino, o
Acumulo de Danos Oxidativos (Figura 46E) foi aumentado nas ratas SPL quando comparadas
as CTLE, em especial pelo aumento na taxa de peroxidagdo de lipidios (p < 0,0001) e
carbonilagdo de proteinas (p <0,0001), que foi acompanhado da reducgdo dos tidis nao-proteicos
(p < 0,0001). Também nao foi identificado aumento nos marcadores de Toxicidade Tecidual

(Figura 46F).

A incorporagio de ['*C]2-DG e [*H]-16:0 pelos tecidos maternos esta representada na
Figura 45G. Foi possivel observar que nas ratas SPL3 e SPL6 a incorporagdo das moléculas
radiomarcadas foi significativamente diferente quando comparada as ratas CTLE. O efeito da
suplementagao foi identificado pelo deslocamento positivo dos poligonos em relagdo ao eixo x
(p < 0,0001). Essa alteracio é decorrente do aumento da incorporagdo de ['*C]2-DG (p <
0,0001) e [*H]-16:0 (p < 0,0001) no tecido uterino. As ratas SPL6 apresentaram maior
incorporacdo, sendo significativamente diferentes das ratas SPL3 (p = 0,0052). Nao houve

diferenga entre as ratas CTLE e SPL9 (p > 0,05).

Da analise da Incorporagdo Fetal (Figura 46H), foi possivel identificar que os fetos das
ratas SPL apresentaram aumento na incorporacdo de ['*C]2-DG (p < 0,0001) e [*H]-16:0 (p <
0,0001), quando comparados aos CTLE. Os fetos das ratas SPL9 apresentaram menor

incorporacdo quando comparados aos animais SPL3 e SPL6 (p = 0,0002). Por fim, os fetos das
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ratas SPL6 apresentaram maior incorporagido de [*HJ-16:0 (p = 0,0051), em comparacdo aos
das ratas SPL3. Com relagao a Taxa de Transferéncia (Figura 461), as ratas SPL apresentaram
maior taxa quando comparadas as CTLE (p < 0,0001). Quando comparadas entre si, as ratas
SPL9 apresentaram menor taxa de transferéncia que as SPL3 e SPL6 (p = 0,0012). Ja as ratas
SPL, quando comparadas as ratas SPL6, apresentaram maior taxa de transferéncia de ['*C]2-
DG (p <0,0001) e menor taxa de transferéncia de [°H]-16:0 (p < 0,0001).

Figura 46 - Relacdes Multivariadas da Andlise de Coordenadas Principais (PCoA) dos
marcadores de Distresse Oxidativoe Incorporagdo de [14C]2-DG e [3H]-16:0.
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Legenda: A: Producgdo de EROS Utero; B: Danos Oxidativos Utero; C: Toxicidade Tecidual
Utero; D: Producdo de EROS Placenta; E: Danos Oxidativos Placenta; F: Toxicidade Tecidual
Placenta; G: Incorporacdo Materna; H: Incorporagdo Fetal; I: Razdo de Transferéncia. Cada
poligono representa um grupo experimental, sendo azul: ratas CTLE; cinza: ratas SPL3;
amarelo: ratas SPL6; preto: ratas SPL9. Setas indicam as variaveis que influenciam a dispersao
dos grupos (p < 0,05).
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7.7 EFEITO DAS CARACTERISTICAS MATERNAS SOBRE DISTRESSE OXIDATIVO E
TRANSFERENCIA DE NUTRIENTES.

A fim de observar se as caracteristicas maternas influenciavam as caracteristicas
uterinas, placentarias e a incorporacido de ['*C]2-DG e [’H]-16:0, foi empregada Analise de
Redundancia Baseada em Distancia, cuja sumarizacdo dos resultados esta apresentada na
Figura 46. De forma isolada, houve fraca influéncia das Caracteristicas Corporais Maternas
sobre as caracteristicas uterinas (max. 0,08), placentarias (méx. 0,19), de incorporagdo de
['*C]2-DG (méax. 0,18) e de incorporagio de [*H]-16:0 (max. 0,25). Com relagdo as
caracteristicas plasmaticas maternas, essas influenciaram moderadamente a producao de EROS
(0,66), a taxa de transferéncia (0,62) e de incorporacdo fetal (0,51) de ['*C]2-DG. Ao se analisar
as relagdes envolvendo o perfil Hematologico, identificou-se que houve forte influéncia desses
parametros sobre a incorpora¢do materna de ['*C]2-DG (0,84) e enquanto a influéncia sobre a
incorporacio fetal foi moderada (0,50). Com relacdo a incorporacdo de [°H]-16:0, houve forte
influéncia desses parametros sobre a incorporagao materna (0,79), fetal (0,81) e sobre a taxa de
transferéncia (0,71). Por fim, a houve influéncia moderada da atividade dos Fagodcitos sobre a
incorporagdo materna (0,56), fetal (0,54) e transferéncia (0,67) de ['*C]2-DG, bem como da
incorporacdo materna (0,67) de [°’H]-16:0. Porém, ao se avaliar a associacdo das caracteristicas
maternas, especialmente as caracteristicas plasmaticas e hematologicas, ou atividade dos
fagocitos, identifica-se que os efeitos que anteriormente eram fracos ou moderados sdo
potencializados. Assim, a influéncia dos fatores observada na Figura 47, estd relacionada a
maior producdo de espécies reativas no utero (acima de 0,6) e na placenta (proximo a 0,5),
aumento dos danos oxidativos no utero e na placenta (proximo a 0,5), enquanto que, as
incorporagdes maternas e fetais, e a transferéncia de ['*C]2-DG e [°H]-16:0 foram altamente
potencializadas pela associacdo das caracteristicas maternas (acima de 0,7). Por fim, em
nenhum dos modelos analisados houve influéncia sobre a toxicidade tecidual do tutero (abaixo

de 0,1) e da placenta (abaixo de 0,2).
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8. REPERCUSSOES DA SUPLEMENTACAO MATERNA SOBRE A PROLE

8.1 NASCIMENTOS E DESENVOLVIMENTO DA PROLE

A avaliagdo de parametros das proles, demonstra que em relagdo aos nascimentos

(Figura 48), ndo foram observadas diferengas significativas entre os grupos quanto ao niimero

total de filhotes nascidos (y* = 4,3396; p = 0,2271; Figura 48A), a propor¢ao de machos por
ninhada (y*=2,8193; p=0,4203; Figura 48B) e ao peso inicial das ninhadas (p =0,5655; Figura

48D). Por outro lado, verificou-se maior taxa de mortalidade neonatal nas proles oriundas de

ratas suplementadas em comparacdo ao grupo controle (CTLE), independentemente do tipo de

intervengao dietética (x> =9,1724; p = 0,0271; Figura 48C).

Figura 48 — Representag¢do Grafica da Caracterizacdo das proles no DPNO.
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Legenda: A: Nascimentos; B: Filhotes machos (%); C: Natimortos (%); D: Peso da ninhada
(g). Azul: ratas CTLE; cinza: ratas SPL3; Amarelo: ratas SPL6. Letras diferentes indicam
diferenca entre os intervalos de confianca.
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O efeito das diferentes suplementagdes sobre o desenvolvimento motor e corporal das
proles esta representado na Figura 49. Com relagdo ao desenvolvimento motor das proles de
ratas suplementadas, independentemente do grupo, foi identificado atraso no reflexo de
geotaxia (p < 0,0001; Figura 49B) e no reflexo de esquiva ao abismo (p < 0,0001; Figura 49C)
quando comparadas as CTLE, ndao tendo sido observada diferenca entre os grupos no
surgimento do reflexo de rotacao (p = 0,5501; Figura 49A). De forma semelhante, foi
identificado atraso na idade de ocorréncia da erupc¢ao dos incisivos superiores (p < 0,0001;
Figura 49E), descolamento da orelha externa (p = 0,0077; Figura 49D) e na abertura bilateral
dos olhos (p = 0,0023; Figura 49F) das proles das ratas SPL3 e SPL6 quando comparadas as
proles CTLE e SPLO9.

Figura 49 — Representag¢do Grafica dos Marcadores de Desenvolvimento Corporal da Prole.

A B C
1.00 m— 1.00  — ] 1.004 f ]
2075 8 0751 © 0.751
4 g =
= o o —
i 3 i
3 0.501 8 0501 2 0.50
Q o [=]
& 0251 & 0254 & 0251
0004 P=0,5501 0004 P<0,0001 0004 p=<0,0001 I
0 2 4 6 8 0 2 H 6 8 0 2 4 6 8
Tempo (dias p6s-natal) Tempo (dias pds-natal) Tempo (dias pds-natal)
D E F

1.004 _‘_‘H:_I 1.004 1.004

0.754 0.75 1 0.754

0.501 50 ] 0.501

0.25 254 0.254

0.004 P=0,0077 0004 P<0,0001 I 0004 p=0,0026
. : ! ; . . .

Erupgao dos Incisivos
o o
N w
(4] o

Descolamento da Orelha Externa
Abertura Bilateral dos Olhos

0 2 4 0 2 4 6 8 10 12 14 1 18
Tempo (dias pos-natal) Tempo (dias pds-natal) Tempo (dias pos-natal)
Legenda: A: Reflexo de Rotacdo; B: Reflexo de Geotaxia; C: Reflexo de Esquiva; D:

Descolamento da Orelha Externa; E: Erup¢ao dos Incisivos; F: Abertura Bilateral dos Olhos.
Amarelo: ratas SPL6. Letras diferentes indicam diferenga entre os intervalos de confianga.
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Avaliando os marcos de desenvolvimento de forma integrada (Figura 50), ¢ possivel
observar diferencas marcantes no padrao temporal de surgimento das caracteristicas entre os
grupos. O padrao de desenvolvimento nas proles CTLE foi tomado como o padrao de referéncia
do desenvolvimento, para efeito de comparacdo dos outros grupos. Quando comparados ao
CTLE, os grupos suplementados revelaram um deslocamento progressivo no tempo de
aquisicdo das caracteristicas, sendo o grupo SPL3 o que apresentou atraso em relagdo ao

controle, com a moda deslocada para dias posteriores.

Diferentemente do padrao amplo observado no CTLE, o intervalo de surgimento no
SPL3 foi relativamente mais concentrado, com menor dispersdo temporal. Isso sugere que,
embora mais tardio, o surgimento desta caracteristica ocorreu de maneira uniforme dentro do
grupo. O grupo SPL6, também apresentou atraso em relagdo ao CTLE, mas destacou-se por
apresentar um padrdo de desenvolvimento heterogéneo. O intervalo de aparecimento das
caracteristicas avaliadas foi mais estendido, com maior dispersdo entre os individuos. Além
disso, observou-se a presenca de dois periodos de maior concentragdo (amarelo mais intenso),
indicando que a aquisi¢ao das caracteristicas de desenvolvimento pds-natal nao ocorreu de

forma linear e continua, mas sim em dois momentos distintos.

Esse comportamento evidencia uma variabilidade acentuada no estabelecimento da
caracteristica, prolongando-se durante varios dias do desenvolvimento pds-natal. Por fim, foi
no grupo SPL9 que foi identificado o padrdo mais tardio de desenvolvimento. A aquisicao das
caracteristicas elencadas ocorreu quase exclusivamente no terco final do periodo de observagao
(12 dias), em um intervalo bastante delimitado. Diferentemente do SPL6, que apresentou
dispersdo acentuada, o SPL9 demonstrou um padrdo compacto, com a moda praticamente

coincidente ao periodo total de surgimento, sugerindo menor variabilidade entre os individuos.
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Figura 50— Representacao Grafica dos Marcadores de Desenvolvimento Corporal da Prole.
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Legenda: Mapa de desenvolvimento dos grupos experimentais ao longo dos dias de avaliagao.
As linhas representam as varidveis analisadas e as colunas correspondem ao tempo (dias). Cada
cor indica um grupo experimental distinto: azul — CTLE; cinza — SPL3; amarelo — SPL6; preto
— SPL9.

A anélise multivariada da evolu¢do dos reflexos nos machos das proles esta representada
na Figura 11. Na andlise de componentes principais (PCA, Figura 51A), ¢ possivel observar
uma clara separagdo dos grupos experimentais, indicando padrdes distintos de aquisicao dos
reflexos ao longo do desenvolvimento. Em razdo do padrdo de desenvolvimento, o grupo CTLE
apresentou-se no quadrante inferior esquerdo, refletindo um perfil diferente e distante do
conjunto suplementado. O grupo SPL3 também se localizou no eixo negativo do primeiro
componente, mas em posi¢do intermedidria, sugerindo semelhancga parcial com o CTLE, ainda
que mantendo um padrao proprio. O grupo SPL6 foi projetado para a regido superior do grafico,
caracterizando o perfil de desenvolvimento mais distinto dos demais, enquanto o grupo SPL9
concentrou-se no quadrante direito, evidenciando uma trajetéria propria e relativamente

isolada.

O dendrograma de agrupamento hierarquico (Figura 51B) confirmou esses achados, ao

revelar proximidade do grupo SPL9 com o CTLE, seguido por SPL6, enquanto o SPL3 se
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destacou como o mais distante, configurando-se como o grupo com maior divergéncia em
relagdo ao padrdo controle. Esses resultados demonstram que, apesar de todos os grupos
suplementados apresentarem alteragdes no desenvolvimento de reflexos em comparagdo ao
CTLE, o grau de similaridade variou, de forma que o SPL9 estd colocado em maior

proximidade do padrao controle e SPL3 o mais divergente.

Figura 51 — Representagao Grafica do Agrupamento do Desenvolvimento Corporal.
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Legenda: Analise multivariada da evolucao dos reflexos em machos dos diferentes grupos
experimentais. A esquerda, analise de componentes principais (PCA) representando a
distribuicdo dos grupos CTLE (azul), SPL3 (preto), SPL6 (amarelo) e SPL9 (cinza) em fung¢do
dos dois primeiros eixos principais. A direita, dendrograma de agrupamento hierarquico
baseado no tamanho de efeito, evidenciando a proximidade entre os grupos e suas relagdes de
similaridade quanto ao desenvolvimento reflexo.

Com relacdo ao desenvolvimento corporal da prole, foi possivel identificar que o ganho
de peso das proles durante a lactagao (Figura 52), ndo foi diferente entre os grupos (p =0,1061;
Figura 52B). Entretanto, a avaliacdo do peso no DPN21 demonstrou que os animais proles de
maes suplementadas, independentemente do grupo, apresentaram maior peso que os CTLE (p
< 0,0001; Figura 52A), apesar do padrdao de ganho de peso ao longo do tempo ser igual entre
os grupos. Da mesma forma, nao ha diferenca entre os grupos no ganho total de peso ao longo

do periodo experimental (p = 0,2667; Figura 52C).
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Figura 52— Representacao Grafica do Ganho de Peso Corporal da Prole.
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Legenda: A e B: Avaliagdo da variagio do ganho de peso; C: Area sob a curva da variagdo do
ganho de peso durante todo o periodo experimental. Azul: proles CTLE; cinza: proles SPL3;
Amarelo: proles SPL6; Preto: proles SPL9. Letras diferentes significam niveis de intervalos de
confianca estatisticamente diferentes.

Quanto ao crescimento corporal das proles durante a lactacdo (Figura 53), ndo foi
possivel observar diferenga entre os grupos (p = 0,1797; Figura 53B), embora nos dias DPN09,
DPN13 e DPN17, as proles de maes suplementadas apresentaram menor comprimento nasoanal
que os CTLE, independentemente do grupo. No entanto, todos os grupos apresentam o mesmo
padrdo de crescimento ao longo do tempo (p < 0,0001; Figura 53A). Da mesma forma, ndo ha
diferenga no crescimento ao longo do periodo experimental entre os grupos experimentais (p =

0,0907; Figura 53C).



143

Figura 53— Representacao Grafica do Crescimento Corporal da Prole.
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Legenda: A e B: Avaliagio da variagio do crescimento corporal; C: Area sob a curva da
variacdo do crescimento corporal durante todo o periodo experimental. Azul: proles CTLE;
cinza: proles SPL3; Amarelo: proles SPL6; Preto: proles SPL9. Letras diferentes significam
niveis de intervalos de confianga estatisticamente diferentes.

Por fim, foi possivel observar que, durante a lactagdo, o indice de Lee das proles das
ratas suplementadas, independentemente do grupo, foi maior quando comparado aos CTLE, a
partir do DPNOS5 (p = 0,0207; Figura 54B). Apesar dessa diferenga, todos os grupos apresentam
o mesmo padrao de ganho de peso ao longo do tempo (p < 0,0001; Figura 54A), a partir do
DPN13. Os animais das proles de maes suplementadas apresentaram maior indice de Lee ao

longo de todo o periodo experimental, quando comparados aos CTLE (p = 0,0212; Figura 54C).



144

Figura 54 — Representacio Grafica do Indice de Lee da Prole.
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Legenda: A e B: Avaliagdo da variagio do Indice de Lee; C: Area sob a curva da variagdo do
indice de Lee durante todo o periodo experimental. Azul: proles CTLE; cinza: proles SPL3;
Amarelo: proles SPL6; Preto: proles SPL9. Letras diferentes significam niveis de intervalos de
confianca estatisticamente diferentes.

8.2 CARACTERISTICAS DA PROLE AOS 21 DIAS DE VIDA.

Ao desmame, as caracteristicas corporais das proles foram acessadas. O padrao de
crescimento das proles CTLE, foi considerado como padrdo de crescimento considerado
normal, sem deposi¢ao de massa corporal significativa. Em comparagdo ao padrdo descrito
pelos animais controle, os animais dos grupos SPL apresentaram um deslocamento na PCoA
que sugere reducdo ou atraso no crescimento corporal (Figura 55A), como consequéncia de
efeitos adversos da suplementacdo materna sobre a disponibilidade de nutrientes para o

desenvolvimento da prole (p < 0,0001).

A andlise das caracteristicas musculares demonstrou que os grupos SPL apresentaram
redug¢do no volume dos musculos, acompanhada do aumento na densidade, quando comparados
aos CTLE (p <0,0001), sugerindo que todos os AGPIs estudados foram habeis em modificar o
desenvolvimento muscular (Figura 55B). Os efeitos da exposicdo aos AGPIs durante o
desenvolvimento também foram identificados em relagdo a estrutura do musculo estriado
esquelético. Nos grupos SPL houve reducdo da area de sec¢do transversa das fibras musculares
tipo I e IIB, acompanhada de aumento da densidade e da propor¢ao de fibras IIA/IIX (Figura

55C). Dados que indicam que a suplementagao impactou a distribui¢ao e o tamanho das fibras
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musculares. Esse perfil de modificagdes sugere que houve um possivel atraso na maturagao das

fibras (p < 0,0001).

Por fim, a avaliacdo dos marcadores plasmaticos revelou que os grupos SPL
apresentaram aumento das concentragdes de triacilglicerois, colesterol e glicemia em
comparacao ao grupo CTLE e menor concentracao de acido trico (Figura 55D). Esses achados
indicam que a suplementacdo pode ter induzido alteracdes no metabolismo sistémico, refletindo

um potencial comprometimento na homeostase energética (p < 0,0001).

Figura 55 — Representacdo Grafica em Forma de Grafico de Dispersdo das Relagdes
Multivariadas da Anélise de Coordenadas Principais (PCoA) das Caracteristicas das Proles aos
21 dias de vida.
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Legenda: A: Caracteristicas Corporais; B: Caracteristicas Musculares; C: Perfil de Fibras; D:
Perfil Plasmatico. Cada poligono representa um grupo experimental, sendo azul: prole CTLE;
cinza: prole SPL3; amarelo: prole SPL6; preto: prole SPL9. Setas indicam as variaveis que
influenciam a dispersao dos grupos (p < 0,05).
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8.3 CARACTERISTICAS DA PROLE AOS 60 DIAS DE VIDA

Aos 60 dias de vida foi possivel verificar que as caracteristicas corporais das proles
CTLE mantiveram o padrdao de desenvolvimento observado aos 21 dias e agora, proximo a
maturidade sexual, ainda ndo apresentam comprometimento na deposi¢cdo de massa corporal.
Em contraste, os grupos SPL mantiveram o desenvolvimento reduzido e confirmaram a
alteracdo do desenvolvimento corporal. Mantiveram-se menores, mas agora apresentaram

maior peso e adiposidade corporal (p < 0,0001; Figura 56A).

A analise das caracteristicas musculares demonstrou que o prejuizo de desenvolvimento
muscular nao foi revertido, de modo que os animais dos grupos SPL mantiveram-se com menor
tamanho dos musculos e maior peso e densidade, quando comparados aos CTLE (Figura 56B),
confirmando que o desenvolvimento muscular foi prejudicado pela exposi¢ao a todos os AGIs
(p <0,0001). Com relacao as caracteristicas das fibras musculares, os grupos SPL apresentaram
reducdo da area de seccdo transversa e na propor¢ao das fibras musculares tipo I e IIA, e
aumento da densidade e da proporcao de fibras IIB, indicando que a suplementag¢do impactou
a distribuicao e o tamanho das fibras musculares (Figura 56C). Esse perfil mostra o reflexo do

comprometimento do desenvolvimento e na maturacao das fibras (p < 0,0001).

Por fim, a analise de marcadores plasmaticos demonstrou que os grupos SPL
apresentaram redu¢do da concentracdo de acido urico e de colesterol HDL, acompanhada de
aumento na concentragao de triacilglicerdis, colesterol total e glicemia em comparagao ao grupo
controle (Figura 56D). Esses achados indicam que a suplementagao pode ter induzido alteracdes
no metabolismo sistémico, refletindo um potencial comprometimento na homeostase energética

(p < 0,0001).
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Figura 56 — Representagdo Grafica em Forma de Grafico de Dispersao das Relagoes
Multivariadas da Analise de Coordenadas Principais (PCoA) das Caracteristicas das Proles aos

60 dias de vida.
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cinza: prole SPL3; amarelo: prole SPL6; preto: prole SPL9. Setas indicam as varidveis que

influenciam a dispersao dos grupos (p < 0,05).
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8.4 CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS DO MUSCULO PLANTAR

A analise histologica do tecido muscular esquelético evidenciou diferencas estruturais e
metabolicas entre os grupos SPL e CTLE associadas a idade e a intervengdo experimental
(Figura 57). A avaliacao do grupo controle revelou fibras musculares organizadas, com formato
poliédrico homogéneo e nticleos periféricos, caracteristicas indicativas de integridade tecidual.
O espago intersticial continha quantidades reduzidas de matriz extracelular, sem sinais de
fibrose ou infiltrado celular. A avaliag@o aos 21 dias evidenciou uma maior propor¢ao de fibras
musculares com diametro reduzido e nucleos centrais, padrdo compativel com um estagio de
maturacao muscular em andamento. Em contraste, os SPL aos 21 e 60 dias exibiram aumento
na heterogeneidade do tamanho das fibras, além de maior deposi¢ao de tecido conjuntivo entre

as fibras musculares, sugerindo processos de remodelac¢do ou degeneracdo muscular.

Com relagado ao NADH-TR foi possivel identificar as alteragdes no metabolismo
energético das fibras musculares. O grupo CTLE demonstrou um padrao equilibrado entre
fibras oxidativas e glicoliticas, com distribui¢ao homogénea da coloragdo. Na idade de 21 dias,
observou-se uma menor intensidade da coloragao oxidativa em determinadas areas, indicando
uma menor densidade mitocondrial € um metabolismo predominantemente glicolitico,
caracteristico de fibras em diferencia¢ao (IIX). Nos animais de grupos SPL aos 21 e 60 dias,
identificou-se um aumento na heterogeneidade da coloragdo, com predominio de fibras com
menor intensidade da marcacdo oxidativa, sugerindo um declinio na capacidade metabolica e

na atividade mitocondrial.
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8.5 AVALIACAO DAS PROGENITORAS EM PERIODO POS-NATAL

Para avaliar efeitos duradouros da suplementagao sobre o organismo das progenitoras,
a capacidade de captagdo periférica de glicose e as caracteristicas corporais foram avaliadas em
dois momentos apds o nascimento das ninhadas: DPN03 e DPN23. Foi possivel observar que
no DPNO3 (Figura 58), no pico da glicemia aos 10 minutos apds a injecdo intraperitoneal da
solucdo hipertonica de glicose, as ratas SPL3 e SPL6 apresentaram maiores valores de glicose
plasmatica em comparagdo as CTLE e SPL9 (p < 0,0001; Figura 58B). Além disso, a partir
desse ponto, as ratas suplementadas, independentemente do grupo, apresentaram reducdo na
velocidade de captacao de glicose, de maneira particularizada. Enquanto as SPL9 retomaram
as concentracdes similares as das ratas CTLE em 20 minutos de observagao, as SPL3 e SPL6
demandaram até 80 minutos para recuperagdo completa (p < 0,0001; Figura 58A).
Consequentemente, as ratas SPL3 e SPL6 exibiram maior variagdo total da glicemia em relagao

as CTLE e SPL9 (p < 0,0001; Figura 58C).

Figura 58 — Representa¢do Grafica da variagdo da glicemia durante o teste de tolerancia a
glicose no Periodo Perinatal (DPNO3).
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Legenda: A e B: Avaliagio da variagdo glicémica durante 160 minutos de avaliagio; C: Area
sob a curva da variacdo glicémica durante todo o teste. Azul: ratas CTLE; cinza: ratas SPL3;
Amarelo: ratas SPL6; Preto: ratas SPL9. Letras diferentes significam niveis de intervalos de
confianga estatisticamente diferentes.

Com relagdo as caracteristicas corporais das progenitoras foi observado, no DPNO03
(Figura 59), que as ratas SPL apresentaram aumento do peso dos tecidos adiposos mesentéricos

(p <0,0001; Figura 59B), retroperitoneais (p = 0,0308; Figura 59C), perigonadais (p < 0,0001;
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Figura 59D) em comparagao aos animais CTLE. Essas variagdes contribuiram para o aumento
da adiposidade corporal total em comparacao as CTLE (p < 0,0001; Figura 59E). Entre os
grupos SPL, as ratas SPL6 apresentaram maiores valores, sendo estatisticamente diferentes das
ratas SPL3 e SPL9. A avaliagdo do peso dos 6rgdos revelou que ndo houve diferencas de peso
do figado (p = 0,1187; Figura 59A), enquanto no pancreas houve redugdo de peso em todas as
ratas suplementadas, em relagdo as CTLE (p < 0,0001; Figura 59F). Para o bago as ratas SPL3
e SPL6 exibiram aumento de peso em compara¢do as CTLE e SPL9 (p < 0,0001; Figura 59G),
enquanto para o rim todas as ratas suplementadas apresentaram aumento do peso quando
comparadas as CTLE (p < 0,0001; Figura 59H). Por fim, com relagdo ao utero, as ratas SPL6 e
SPL3 apresentaram aumento de peso em relagdao as CTLE e SPL9 (p < 0,0001; Figura 59I).

Figura 59 — Representacdao Grafica das Caracteristicas Corporais das Progenitoras no DPNO3.
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Legenda: A: Peso do Figado (g / 100 g PC); Tecidos Adiposos Mesentérico (B),
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de confiancga. *Kruskal-Wallis.
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No DPNO3 (Figura 60), também foram avaliados parametros séricos das ratas. Nao
foram encontradas diferencas entre os grupos para proteinas totais (p = 0,9331; Figura 51A),
glicemia (p = 0,0843; Figura 60B) e colesterol total (p = 0,0857; Figura 60C). Em contrapartida,
os niveis de triacilglicerois totais (p = 0,0262; Figura 60D) estavam aumentados nas ratas SPL6
em relacdo as CTLE, SPL3 e SPL9. Observou-se ainda que as ratas suplementadas,
apresentaram reducao nos valores de albumina (p < 0,0001; Figura 60E) bem como de acido
urico (p < 0,0001; Figura 60F), quando comparadas as CTLE. O magnésio aumentou nas ratas
SPL3 em relagdo as CTLE e SPL9 (p < 0,0001; Figura 60G), enquanto as SPL6 apresentaram
redugdo. Quanto ao fosforo (p = 0,0014; Figura 60H), as ratas SPL6 apresentaram diminui¢ao
em comparagdo aos demais grupos, enquanto para o calcio ionizado houve aumento; as ratas
SPL6 apresentaram valores aumentados em rela¢do aos demais grupos (p < 0,0001; Figura
60K). Também foi identificado aumento das concentragdes de célcio total nas ratas SPL3 e
SPL6 em comparagdo as CTLE e SPL9 (p = 0,0044; Figura 60J). Por fim, houve reducio nas

concentragdes de cloreto nas ratas SPL9 em relacdo aos demais grupos (p < 0,0001; Figura 60I).

Figura 60 — Representagao Grafica do Perfil Plasmatico das Progenitoras no DPNO3.
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Legenda: A: Proteina (mg/dL); B: Glicemia (mg/dL); C: Colesterol Total (mg/dL); D:
Triacilglicerdis (mg/dL); E: Albumina (g/dL); F: Acido Urico (mg/dL); G: Magnésio (mg/dL);
H: Fosforo (mg/dL); I: Cloreto (mEqg/L); J: Calcio (mg/dL); K: Calcio Ionizado (mEg/dL).
Azul: ratas CTLE; cinza: ratas SPL3; Amarelo: ratas SPL6. Letras diferentes indicam diferenca
entre os intervalos de confianca. *Kruskal-Wallis.
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Ainda no DPN 03 foram realizadas analises quanto ao perfil nutricional do leite (Figura
60). Nao foram identificadas diferencas na glicemia (p = 0,0683; Figura 60B), no contetudo de
magnésio (p = 0,6684; Figura 60J) e de cloreto (p = 0,0757; Figura 60L). No entanto, as ratas
suplementadas, independentemente do grupo, apresentaram aumento da concentragdo de
triacilglicerdis totais (p = 0,0001; Figura 60D), do percentual de nata (p = 0,0001; Figura 60E),
da propor¢ao de gordura (p = 0,0001; Figura 60F) e do total de calorias (p = 0,0001; Figura
60G), quando comparadas as CTLE. Também, foi identificada redu¢do na concentracdo de
albumina nas ratas suplementadas, quando comparadas as CTLE, independentemente do grupo

(p <0,0001; Figura 60H).

De forma particularizada, também foram encontradas alteracdes especificas para cada
suplementagdo. No leite das ratas SPL3 houve reducdo de fosforo (p = 0,0001; Figura 60K),
acompanhada de aumento da concentragdo de proteinas soltveis (p < 0,0001; Figura 60A), de
calcio (p < 0,0001; Figura 60M) e de calcio ionizado (p < 0,0001; Figura 60N) quando
comparadas as CTLE e SPL9. Com relagdo ao leite das ratas SPL6 houve reducdo na
concentracao de fosforo (p = 0,0001; Figura 60K) em comparagdo ao leite das ratas CTLE e
SPL9, acompanhado da redugao de proteinas soluveis (p < 0,0001; Figura 60A), de calcio (p <
0,0001; Figura 60M) e de calcio ionizado (p < 0,0001; Figura 60N), além de aumento na
concentragdo de colesterol total (p = 0,0003; Figura 60C), quando comparadas aos demais
grupos. Por fim, nas ratas SPL3 e SPL9, apresentaram redu¢ao na concentragdo de acido urico

(p = 0,0047; Figura 60I), quando comparadas as CTLE e SPL6.
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Figura 61 - Representacao Grafica do Perfil Nutricional do Leite das Progenitoras no DPNO03
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Legenda: A: Proteina (mg/dL); B: Glicemia (mg/dL); C: Colesterol Total (mg/dL); D:
Triacilglicerdis (mg/dL); E: Nata (%); F: Gordura Total (g/100 mL); G: Calorias (cal/100 mL);
H: Albumina (g/dL); I: Acido Urico (mg/dL); J: Magnésio (mg/dL); K: Fosforo (mg/dL); L:
Cloreto (mEq/L); M: Calcio (mg/dL); N: Calcio lonizado (mEq/dL). Azul: ratas CTLE; cinza:
ratas SPL3; Amarelo: ratas SPL6. Letras diferentes indicam diferenga entre os intervalos de
confianca. *Kruskal-Wallis.

Com relacdo as andlises do DPN23, foi possivel observar (Figura 61) que ndo ha
diferenca entre os grupos (p = 0,4132; Figura 61B) no pico da glicemia ap6s 10 min da inje¢do
intraperitoneal da solu¢do hipertonica de glicose, sendo que todos os grupos apresentam o
mesmo padrao de decaimento de glicemia ao longo do tempo (p < 0,0001; Figura 61A), de
forma que ndo ha diferenca entre os grupos na variagdo total da glicemia ao longo do periodo

experimental (p = 0,4163; Figura 61C).
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Figura 62 — Representacao Grafica da variacdo da glicemia durante o teste de tolerancia a
glicose no Final da Lactagdao (DPN23).
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Legenda: A e B: Avaliagio da variagdo glicémica durante 160 minutos de avaliagdo; C: Area
sob a curva da variacdo glicémica durante todo o teste. Azul: ratas CTLE; cinza: ratas SPL3;
Amarelo: ratas SPL6; Preto: ratas SPL9. Letras diferentes significam niveis de intervalos de
confianca estatisticamente diferentes.

A avaliacdo de parametros maternos no DPN23 estd representada na Figura 62. Foi
observado aumento significativo do peso dos tecidos adiposos mesentérico (p = 0,0001; Figura
62B), retroperitoneal (p < 0,0001; Figura 62C), perigonadal (p < 0,0001; Figura 62D) nas ratas
suplementadas, independentemente do grupo, em comparagao as CTLE, o que contribuiu para
o aumento da adiposidade corporal total (p < 0,0001; Figura 62E). Por outro lado, o peso do
pancreas (p = 0,0013; Figura 62F) foi reduzido nas ratas suplementadas em relagao as CTLE.
Quanto ao bago (p = 0,0004; Figura 62G), observou-se aumento do peso nas ratas SPL3 e SPL6
em comparagdo as CTLE, enquanto nas SPL9 houve reducdo. Nao foram encontradas
diferencas significativas entre os grupos para o peso do figado (p = 0,0729; Figura 62A) e do
rim (p = 0,8494; Figura 62H). Por fim, o peso do utero foi maior em todas as ratas

suplementadas, independentemente do grupo, comparadas as CTLE (p = 0,0001; Figura 621).
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Figura 63 — Representagao Grafica das Caracteristicas Corporais das Progenitoras no DPN23.
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Legenda: A: Peso do Figado (g / 100 g PC); Tecidos Adiposos Mesentérico (B),
Retroperitoneal (C) e Perigonadal (D); E: Adiposidade Abdominal (%); F: Pancreas (g/ 100 g
PC); G: Bago (g / 100 g PC); H: Rim (g / 100 g PC); I: Utero (g/ 100 g PC). Azul: ratas CTLE;
cinza: ratas SPL3; Amarelo: ratas SPL6. Letras diferentes indicam diferenca entre os intervalos
de confianc¢a. *Kruskal-Wallis.

A avaliagdo de parametros plasmaticos no DPN23 (Figura 63), demonstrou que nao
foram identificadas diferengas entre os grupos nos niveis de cloreto (p = 0,2647; Figura 631).
Em contrapartida, os niveis de proteinas soluveis (p = 0,0006; Figura 63A) e de triacilglicerois
totais (p < 0,0001; Figura 63D) foram mais elevados nas ratas SPL3 e SPL6 em comparagao as
CTLE e SPL9. Ja a glicemia (p < 0,0001; Figura 63B) e a concentracdo de albumina (p <
0,0001; Figura 63E) estavam aumentadas nas ratas SPL3 em comparacdo as SPL6 e SPL9,
apesar de ndo diferirem do CTLE. Por outro lado, as ratas SPL6 e SPL9 apresentaram elevacao
do colesterol total (p < 0,0001; Figura 63C) e de fosforo (p = 0,0026; Figura 63H) em
comparagao as CTLE e SPL3. Os niveis de acido urico (p = 0,0079; Figura 63F) e de magnésio



157

(p < 0,0001; Figura 63G) foram reduzidos nas ratas SPL9 em relagdo aos demais grupos. Por
fim, os niveis de célcio total (p < 0,0001; Figura 63J) e de calcio ionizado (p < 0,0001; Figura
63K) foram mais baixos nas ratas suplementadas, independentemente do grupo, quando

comparadas as CTLE.

Figura 64 — Representagdao Grafica do Perfil Plasmatico das Progenitoras no DPN23.
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entre os intervalos de confianga. *Kruskal-Wallis.

O perfil nutricional do leite foi analisado aos DPN23 (Figura 64) e ndo foi possivel
observar diferenga nas concentragdes de albumina (p = 0,1216; Figura 64H) e de cloreto (p =
0,0798; Figura 64L). No entanto, as ratas suplementadas, independentemente do grupo,
apresentaram aumento de triacilglicerdis totais (p = 0,0001; Figura 64D), do percentual de nata
(p < 0,0001; Figura 64E), da propor¢ao de gordura (p < 0,0001; Figura 64F) e no total de
calorias (p < 0,0001; Figura 64G), quando comparadas as CTLE. Contudo, as ratas
suplementadas, independentemente do grupo, apresentaram reducdo na concentragdo de

magnésio (p = 0,0067; Figura 64J), quando comparadas as CTLE. Também foi observada
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redugdo na concentragdo de acido urico (p = 0,0001; Figura 64I) e de fosforo (p = 0,0006;
Figura 64K) no leite das ratas SPL3 e SPL6, quando comparadas as CTLE e SPL9. Também,
foi identificado que a concentracgdo de calcio (p < 0,0001; Figura 64M) e de calcio ionizado (p
< 0,0001; Figura 64N) sofreu aumento nas ratas SPL3 e SPL6 quando comparadas as CTLE e
SPL9. Apenas no leite das ratas SPL6 foi identificado aumento no colesterol total (p < 0,0001;
Figura 64C), acompanhado da redu¢dao na concentracao de proteinas soluveis (p = 0,0148;

Figura 64A) e na glicemia (p =0,0017; Figura 64B), quando em comparacao aos demais grupos.

Figura 64 - Representacdo Grafica do Perfil Nutricional do Leite das Progenitoras no DPN23.
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Legenda: A: Proteina (mg/dL); B: Glicemia (mg/dL); C: Colesterol Total (mg/dL); D:
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Cloreto (mEqg/L); M: Calcio (mg/dL); N: Célcio lonizado (mEq/dL). Azul: ratas CTLE; cinza:
ratas SPL3; Amarelo: ratas SPL6. Letras diferentes indicam diferenca entre os intervalos de
confianca. *Kruskal-Wallis.
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9. DISCUSSAO

9.1 IDENTIFICACAO DOS EFEITOS DA SUPLEMENTACAO NO MODELO DE ESTUDO
DOSE-RESPOSTA

Os dados obtidos a partir da suplementacao em diferentes doses e as flutuagdes dos
parametros estudados permitiram estabelecer uma curva dose-resposta, que sugere que a
suplementagdo cronica com acidos graxos poli-insaturados n-3 (SPL3) e n-6 (SPL6) provoca
modifica¢des significativas no equilibrio lipidico de maneira dose-dependente. Observou-se
que com o aumento gradual das doses de suplementacdo, foi possivel se identificar efeitos
adversos, cujas intensidades e tipos de resposta variam conforme o acido graxo administrado.
Mesmo na suplementacdo com AGPIs n-3, que tém sido postulados como terapéuticos, em
doses mais altas os efeitos passam a ser deletérios. No caso das ratas suplementadas com SPL3,
as doses de 1 g/kg e 2 g/kg ainda preservaram efeitos benéficos, com melhora na homeostase
lipidica e uma leve elevacdo na capacidade de defesa imunologica, corroborando os achados da

literatura com relacao aos beneficios do uso de AGPI n-3.

Contudo, nas doses de 3 e 4 g/kg, a suplementacdo com n-3 comegou a gerar alteragdes
obesogénicas e dislipidémicas, acompanhadas por uma ativagdo aumentada da atividade dos
macrofagos. Com relagdo aos efeitos da suplementagao com AGPIS n-6, todas as doses de SPL6
exibiram um efeito dose-dependente na promogao de alteragdes obesogénicas e dislipidémicas,
além de exercer hiperativacdo dos macrofagos, destacando o impacto prejudicial desse acido
graxo desde a menor dose estudada. Ainda que no modelo proposto tais suplementacdes tenham
induzido desequilibrios lipidicos e respostas imunologicas aumentadas, ¢ importante notar que
nao houve impacto significativo no peso corporal das ratas, o que ¢ uma preocupagdo genuina
sobre o uso de suplementos lipidicos. Esse achado sugere uma relativa seguranca do uso no que
se refere ao controle do peso corporal, o que pode ser visto como um indicador relevante de
estabilidade metabdlica. Assim, as respostas observadas indicam que, embora doses baixas de
SPL3 possam oferecer beneficios, doses mais altas devem ser avaliadas com cautela devido ao
potencial de efeitos metabolicos adversos, assim como o uso de SPL6 (Barbour; Hernandez,
2018a; Bhatt et al., 2019; Chen, Ge et al., 2024; Gepstein; Weiss, 2019; Nicholls et al., 2020b;
Sullivan; Grove, 2010).

Apesar de ndo se identificar efeito das suplementagdes sobre o ganho de peso global dos

animais, uma caracteristica notada com o incremento das doses de suplementagao foi o aumento
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do peso dos paniculos adiposos, da circunferéncia abdominal e por consequéncia, da
adiposidade corporal. Esse cenario foi correlacionado ao aumento do colesterol total, bem como
com as modifica¢des na secre¢do e sensibilidade da insulina, destacando-se especialmente as
doses de 3 e 4 g/kg. Esses indicativos revelam que a administracdo dessas doses de acidos
graxos poli-insaturados, especificamente, pode responder pelo aparecimento de alteragdes
metabolicas importantes (Barbour; Hernandez, 2018a; Easton, Zachary J.W.; Regnault, 2020;
Meex; Blaak; van Loon, 2019a; Yang et al., 2023b). O aumento do peso dos paniculos adiposos
sugere acumulo de gordura, que pode ser decorrente de mudancas no equilibrio lipidico
causadas pela elevagdo das doses de suplementagdo. Paralelamente, a elevacao do colesterol
total aponta para uma influéncia direta da dose de suplementag¢do sobre os niveis lipidicos no
organismo. Além disso, as alteracdes na secre¢do e sensibilidade da insulina, especialmente nas
doses mais elevadas, sinalizam perturbag¢des no metabolismo da glicose, indicando um impacto
abrangente desses AGPIs sobre as fungdes metabdlicas e risco de diabesidade (Galmés-Pascual
et al., 2020; Meex; Blaak; van Loon, 2019a). Esses efeitos sdo compativeis com resultados
encontrados em estudos recentes que investigaram os impactos do excesso de exposi¢ao a acidos
graxos n-3 e n-6, apontando para riscos metabodlicos relacionados ao consumo em excesso,
particularmente em contextos de dietas ricas em gorduras ou em doses elevadas (Chen, Ge et

al., 2024; Nicholls et al., 2020b; Yang et al., 2023b).

Uma caracteristica interessante observada na suplementa¢ao com acidos graxos n-3 e n-
6 foi a modificagdao dos marcadores plasmaticos preditivos de aterogénese, com destaque para
a reducdo do risco de doengas cardiovasculares em animais suplementados com n-3. Isso ¢
consistente com o que a literatura descreve, onde o consumo de acidos graxos poli-insaturados
n-3 tem sido associado a redug@o dos niveis de triacilglicerois, diminuicdo de marcadores de
inflamac¢do e modulacao de lipoproteinas de baixa densidade, fatores que sdo essenciais para o
controle da aterogé€nese e, consequentemente, para saude cardiovascular (Bayram; Kiziltan,
2024b; Chen et al., 2023; Yang et al., 2023b). Por outro lado, em todas as doses de n-6, nota-se
um aumento nos marcadores de predisposicao a essas doengas, um fato que é consistentemente
respaldado pela literatura (Roccisano et al., 2019; Simopoulos, A. P.; DiNicolantonio, 2016;
Yang et al., 2023b). Contudo, ¢ importante ressaltar que, embora determinadas doses de acidos
graxos n-3 apresentem efeitos benéficos sobre os marcadores de aterogénese e risco
cardiovascular, a dose de 4 g/kg pode ter um impacto adverso. Este achado sugere uma relagao
complexa entre a quantidade de suplemento, o tipo de 4cido graxo e os efeitos cardiovasculares.

Esses dados sdo corroborados pela literatura, que relata que as doses moderadas de n-3 sao
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amplamente associadas a reducdo do risco de doengas cardiovasculares, enquanto doses mais
altas podem aumentar os niveis de marcadores de disfuncao cardiovascular, sugerindo efeitos
prejudiciais para a satde cardiovascular (Chen, Ge et al., 2024; Nicholls et al., 2020b; Zhang
et al.,2022a).

De maneira geral, a obesidade e o diabetes estdo relacionados a instauracdo de um
microambiente pro-inflamatério (Calder, 2022b; Heiston et al., 2021; Jiang; Liu; Li, 2021b;
Saucedo et al., 2023). Nos cendrios de suplementacdo investigados, € possivel observar que o
aumento gradativo na contagem de leucocitos sanguineos acompanha o aumento da dose de
suplementagdo. Em um momento inicial, como descrito na literatura, 0 aumento na contagem
dessas c¢lulas especialmente nos animais n-3 pode estar relacionado com uma capacidade mais
refinada de resposta imunitaria (Miles; Childs; Calder, 2021a; Renaud et al., 2014). Contudo,
nas doses de 3 e 4 g/kg de ambos os acidos graxos esse perfil de resposta, associado as
disfungdes plasmaticas e ao acimulo de tecido adiposo, o aumento da série leucocitaria pode
sugerir a facilitacdo da instauragdo de um quadro inflamatorio de baixo grau, caracteristico de
quadros obesogénicos (Biobaku et al., 2019b; Simopoulos, A. P., 2020; Zazula et al., 2023). De
forma complementar, ¢ possivel notar nas ratas suplementadas maior resposta dos macrofagos
peritoneais com o aumento da suplementacdo. O aumento da atividade de macroéfagos pro-
inflamatorios esta associado ao aumento da adiposidade visceral, instaura¢ao de resisténcia a
insulina e a possiveis complica¢des gestacionais (Guria ef al., 2023; Heerwagen et al., 2010a;

Hogan et al., 2018; Khanna et al., 2022; Payolla ef al., 2016).

Ao investigar o impacto especifico dos acidos graxos utilizados, foi notado que ao
administrar uma dose de 4 g/kg de n-3, ha uma diminuigdo nos efeitos benéficos, aproximando
os efeitos obtidos das caracteristicas associadas a presenca de n-6. Essa observacao sublinha a
intrincada complexidade das interagdes entre os distintos tipos de acidos graxos poli-
insaturados e seus efeitos sobre o equilibrio lipidico. Além disso, os resultados indicam a
necessidade premente de uma abordagem mais personalizada ao considerar consumo de
suplementos ricos em d4cidos graxos, ponderando ndo apenas as doses, mas também a
composi¢cao especifica desses nutrientes. No contexto das alteracdes abrangentes observadas
nos animais, ¢ digno de nota que, mesmo ndo atingindo os mesmos indices observados nas
doses de 3 e 4 g/kg de n-6, a elevagdo da pontuagdo na dose de 4 g/kg de n-3 pode sinalizar a
necessidade de maior atencao para a ingestao nao regulamentada desses acidos graxos. Este

achado ressalta a importancia de investigagdes minuciosas sobre a administracdo dessas
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substancias, uma vez que o equilibrio delicado do perfil lipidico pode ser afetado por variagdes
especificas na composicao e quantidade dos acidos graxos. Portanto, os resultados desse modelo
de estudo sugerem que as respostas do organismo aos diferentes acidos graxos sdo complexas
e diversas, destacando a necessidade de uma abordagem cuidadosa e personalizada ao
considerar a suplementacdo, visando preservar o equilibrio lipidico e minimizar possiveis

efeitos adversos.

9.2 ESTABELECIMENTO DE SINDROME METABOLICA GESTACIONAL

A partir da identificagdo de uma dose ndo seguranca de n-3, os dados obtidos no presente
estudo, ¢ possivel destacar diferencas importantes sobre o efeito da suplementacao com acidos
graxos insaturados se considerarmos a ocorréncia de um cendario gestacional das ratas. No
periodo pré-gestacional, embora ndo tenham ocorrido variagdes no teste de tolerancia a glicose,
o perfil plasmatico indicou elevag¢des em glicemia, colesterolemia e insulinemia, com variagdes
especificas na sensibilidade a insulina em resposta a suplementacao. Modificagdes que foram
acompanhadas de alteracdes marcantes nas caracteristicas corporais, como aumento da
adiposidade e redugdo do peso pancreatico. No perfil hematologico, apenas o grupo SPL6
apresentou mudancas significativas, incluindo aumento na hemoglobina corpuscular. Durante
o periodo perinatal, as ratas suplementadas (SPL6 e SPL9) exibiram elevacdes na glicose
plasmatica em comparagao com os grupos CTLE e SPL3, acompanhadas da redugao na
velocidade de captacao de glicose. Entretanto, todas as suplementagdes promoveram mudangas
nas caracteristicas corporais, perfil plasmatico, hematologico e atividade dos fagocitos, que
foram observadas, indicando impactos significantes da suplementagdo no metabolismo e na
resposta imunoldgica perinatal. Essas alteracdes resultaram em sinais de distresse oxidativo,
como maior producao de espécies reativas, menor capacidade defensiva e maior incidéncia de
danos oxidativos no ttero e na placenta durante a gestagdo. A incorporagdo de ['*C]-2-DG e
[*H]-16:0 variou entre os grupos SPL, sugerindo a complexa interagdo entre os diferentes acidos
graxos, estados maternos e respostas metabolicas. As caracteristicas metabdlicas maternas
influenciaram moderadamente aspectos uterinos e placentarios, enquanto a associacao destas

potencializou os efeitos, destacando a complexidade dessas interagoes.

A partir dos dados obtidos no presente estudo, ¢ possivel sugerir que a suplementagdo
cronica com acidos graxos insaturados n-3, n-6 e n-9, com o objetivo de avaliar os efeitos da
exposicao a doses ndo seguras, como as encontradas na dieta tida como ideal (Roccisano et al.,

2019), dietas ocidentais (Silva; Moraes; Gongalves-De-albuquerque, 2020) e na dieta



163

mediterranea (Simopoulos, 2022), pode produzir alteragcdes no equilibrio lipidico, que estao
relacionada a efeitos deletérios maternos e nas proles (Shrestha et al., 2020a; Xavier et al.,
2021). Também, como observado no primeiro conjunto de resultados, a dose de 4 g/kg de 6leo
de peixe rico em acidos graxos n-3 apresentou potencial efeito deletério, assim como estd bem

estabelecido na literatura sobre os adcidos graxos n-6.

Desta forma, independentemente das suplementa¢des ndo apresentarem efeitos sobre o
metabolismo da glicose durante o periodo pré-gestacional, o aumento dos paniculos adiposos
associados as alteragdes na colesterolemia e na insulinemia pode sugerir o inicio da instalacdo
de um comprometimento metabodlico nas ratas suplementadas (Campodonico-Burnett ef al.,
2020; Xu et al., 2023). A presenca de um estado de sindrome metabolica, ainda que inicial, no
periodo pré-gestacional ¢ preocupante, uma vez que na presen¢a de um cendrio gestacional
houve evolucao dessas caracteristicas, culminando na instauracgao fisiologica de um quadro de
resisténcia a insulina (Bogdanet et al., 2020; Hu et al., 2021). Ainda, a potencializacdo desse
quadro ao final da gestagdo, nas ratas suplementadas, torna os achados bastante importantes,
uma vez que representa um fator determinante para efeitos de programacgao fetal ou para o
desenvolvimento de complicagdes gestacionais (Awamleh et al., 2021; Damante et al., 2022;

Gomes et al., 2018a; Hu, Mingyu et al., 2022; Scheidl et al., 2023).

Associada ao quadro de sindrome metabolica, a instalagdo de um processo inflamatério
cronico de baixo grau pode estar associada com a retroalimenta¢ao da sindrome metabdlica e o
desenvolvimento de disfungdes gestacionais (Barbour; Hernandez, 2017; Jiang; Liu; Li, 2021b;
Zambon et al, 2018). O aumento da resposta dos macrofagos peritoneais nas ratas
suplementadas durante o periodo pré-gestacional pode estar relacionado com o aumento da
adiposidade visceral e a resisténcia a insulina (Ban ef al., 2017; Payolla et al., 2016). Contudo,
durante o periodo perinatal, a presenca de macrdéfagos pro-inflamatorios no microambiente
abdominal sugere o papel dessas células em participar de maneira determinante no
desencadeamento de complicagdes obstétricas, além de produzir interferéncias no moleculares
no ambiente do desenvolvimento, facilitando a ocorréncia de pré-eclampsia, restrigao do
crescimento fetal e parto prematuro, destacando a complexidade das interagdes entre a
adiposidade, a inflamacao, e as condi¢des gestacionais adversas (Barbour; Hernandez, 2017,

Chaparro et al., 2013; Myatt; Maloyan, 2016a).
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As alteragdes metabolicas sistémicas, em especial a dislipidemia, o diabetes gestacional
e a condi¢do inflamatoria cronica de baixo grau, estdo diretamente associadas com o aumento
da producao de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (Dludla et al., 2019; Kopp, 2019).
Perturbacdes na homeostase metabolica materna sdo condi¢des que podem desencadear o
processo de distresse oxidativo e, consequentemente, acometer os tecidos uterino e placentario
(Guerby et al., 2021; Phoswa; Khaliq, 2021; Tarry-adkins et al., 2016). De maneira geral, a
placenta apresenta uma alta demanda metabolica, sendo uma fonte fisioldgica importante de
geracdo de espécies reativas durante a gestacao (Santos-Rosendo et al., 2020). Em condi¢des
fisiologicas, ou de eustress oxidativo, a geracdo de espécies reativas ¢ fundamental para a
manuten¢cdo do processo de sinalizagdo redox, desempenhando papéis importantes no
crescimento e diferenciacdo celular e tecidual do embrido (Hansen; Jones; Harris, 2020; Hardy;

Day; Morris, 2021; Lennicke; Cochemé, 2021; Niki, 2016).

Contudo, a perda do controle do processo de regulacio redox acarreta o estabelecimento
de um ambiente adverso, podendo conduzir a alteracdes na funcdo placentaria e,
posteriormente, complicacdes no desenvolvimento fetal (Dominguez-Perles et al., 2019; Myatt;
Maloyan, 2016a; Phoswa; Khaliq, 2021). Na gravidez, estas vias podem responder a uma
variedade de estimulos ou insultos relacionados com perturbacdes no fornecimento de sangue
materno a placenta e inflamacao (Hu, Mingyu et al., 2022). Em especial, o aumento na producao
de espécies reativas de oxigénio na placenta ¢ um grande indicativo para processos de disfun¢ao
endotelial e indugdo de resposta inflamatéria que podem prejudicar o desenvolvimento
embrionario atuando como potenciais programadores fetais, com efeitos similares a disruptores

endocrinos (Guerby et al., 2021; Morley et al., 2021; Mukosera et al., 2020).

O estabelecimento das disfungdes metabolicas e inflamatorias em associagdo com o
distresse oxidativo uterino e placentario, estdo relacionados com o processo de reprogramacao
metabolica da placenta (Joo ef al., 2021). A presenca de alteragdo no equilibrio plasmatico na
sindrome metabodlica materna, promove alteragdo na sintese e translocacdo de transportadores
de glicose e de acidos graxos em toda a superficie placentaria (Easton, Zachary J.W.; Regnault,
2020; Ilisley; Baumann, 2020; Valent et al., 2021; Wang, Shuxian et al., 2022). De forma
similar, o aumento do distresse oxidativo placentario esta associado com a alteracdo da
proporc¢ao de transportadores de glicose e de dcidos graxos na placenta, facilitando o transporte
destes nutrientes para o feto, especialmente durante a segunda metade do desenvolvimento

(Dominguez-Perles et al., 2019; Joo et al., 2021; Tian et al., 2020; Wilson et al., 2021).
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Nesse sentido, a reprogramacao metabolica da placenta, associada a alteragdes no
equilibrio glicémico e lip€mico, destaca a importancia desses eventos na modulacao do
transporte de nutrientes para o feto, indicando potenciais efeitos a longo prazo. O
desenvolvimento em um ambiente gestacional caracterizado por distirbios metabolicos,
inflamatoérios e estresse oxidativo pode acarretar sérias consequéncias para o desenvolvimento
fetal. A sindrome metabdlica materna gestacional e as alteragdes inflamatodrias associadas
podem resultar em restricdo do crescimento fetal, comprometendo o peso ao nascer e
aumentando o risco de doengas metabdlicas na vida adulta, como diabetes e obesidade (Alvarez
et al., 2021; Desai; Jellyman; Ross, 2015; Kopp, 2019; Pervanidou; Chrousos, 2012). Além
disso, o desenvolvimento neuroldgico e cognitivo pode ser prejudicado, e o feto pode apresentar
maior vulnerabilidade a doengas cardiovasculares e problemas respiratorios (Herrera; Desoye,
2016a; Kopp, 2019; Ramamoorthy et al., 2015a; Scheidl et al., 2023). A exposi¢cdo a um
ambiente inflamatdrio também pode comprometer o sistema imunoldgico fetal, aumentando o

risco de infecg¢des (Jia et al., 2022; Miles; Calder, 2017).

Os resultados obtidos nesse estudo proporcionam contribuigdes relevantes a literatura,
contudo, diversas limitagdes necessitam de consideragdo para uma interpretagdo precisa dos
resultados. Primeiramente, a realizacdo do experimento em ratas impde restrigdes a
generalizagdo direta dos achados para a fisiologia humana, apesar da grande similaridade que
existe no processo de implantacdo entre ratos e humanos. A intricada interagdo entre os
diferentes acidos graxos, estados maternos e respostas metabolicas indica um cendrio complexo
de investigacdo, com multiplos fatores contribuindo para os achados. Assim ¢ fundamental
ressaltar a necessidade de investigagdes mais pormenorizadas e aprofundadas para melhor
compreensdo dos mecanismos envolvidos no estabelecimento das alteragdes observadas. O
registro de alteragdes metabolicas precursoras, apesar da auséncia de efeitos no metabolismo
pré-gestacional da glicose, destaca a complexidade dos desdobramentos a longo prazo. Ainda,
embora o estudo revele indicativos de distresse oxidativo, a relevancia clinica plena dessas
alteracdes sobre a satide materna, e principalmente se as condigdes observadas exercem efeito
sobre o desenvolvimento fetal, precisa ser melhor investigada. Em sintese, apesar das valiosas
percepcoes oferecidas, a aplicabilidade do estudo requer abordagem criteriosa, instigando
investigacdes subsequentes para elucidagao abrangente dos impactos da suplementagdao com

acidos graxos insaturados durante a gestacdo em humanos.
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9.3 REPERCUSSOES DA SUPLEMENTACAO MATERNA SOBRE A PROLE

Os achados do presente estudo indicam que a suplementagdo materna induz sindrome
metabolica, refletida por alteracdes na homeostase glicémica, resisténcia a insulina e
modificacdes na composicdo corporal. Embora a suplementacdo ndo tenha modificado
parametros gerais das proles (nimero de filhotes por ninhada ou peso ao nascer), verificou-se
um aumento na taxa de mortalidade neonatal nos grupos suplementados, sugerindo um impacto
negativo do ambiente de desenvolvimento nas taxas de sobrevivéncia. Além disso, a
composicao nutricional do leite materno foi alterada, apresentando maior valor energético
devido ao aumento na fracao lipidica, acompanhado da reducao das concentracdes de albumina
e fosforo. Essas modificagdes influenciaram diretamente o desenvolvimento da prole,
resultando em menor ganho de peso e prejuizo no crescimento. Aos 21 dias de vida, os filhotes
das maes suplementadas apresentavam menor indice de Lee, alteragdes de parametros
murinométricos e comprometimento no desenvolvimento visceral e muscular. Aos 60 dias,
diferengas na composicao corporal e na estrutura musculoesquelética ainda eram evidentes,
sugerindo que a suplementagao materna promove efeitos prolongados sobre o crescimento e a

saude metabodlica da descendéncia.

Uma das caracteristicas observadas nas ratas suplementadas durante todo o periodo
experimental, foi o aumento do peso dos paniculos adiposos. Associados a esse quadro, o
aumento de colesterol total e de triacilglicerois pré-gestagdo e a manutengdo da dislipidemia
durante a gestacao e lactagdo sdo indicativos importantes de alteragdes metabolicas (Barbour;
Hernandez, 2018c, 2018b; Easton, Zachary J. W.; Regnault, 2020). A alteragdo do equilibrio
lipidico durante a gestacdo tem sido determinante para o desenvolvimento de outras
comorbidades maternas (Hariharan; Vellanki; Kramer, 2015b; Zahan et al., 2019). Além disso,
o quadro de dislipidemia materna estd associado a alteragdes placentarias (Herrera; Desoye,
2016b), que podem regular negativamente o desenvolvimento das proles (Barbour; Hernandez,

2018c, 2018b; Heerwagen et al., 2010b; Prats-Puig et al., 2020b).

Como consequéncia das alteragdes metabdlicas e do processo inflamatorio, as ratas
suplementadas apresentaram aumento na producao de espécies reativas de oxigénio e de danos
oxidativos nos ovarios e no utero. Essa condi¢ao de distresse oxidativo tem sido reportada como
causa de alteragdo da viabilidade folicular, dificuldade de implantagdo e placentagcdo, bem como

inducao de distarbios funcionais, ma-formagdes e aumento da incidéncia de mortalidade fetal
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(Alvarez et al., 2020; Myatt; Maloyan, 2016b; Wesolowski et al., 2018b). No presente estudo,
a avaliacdo de parametros reprodutivos nao foi objetivada, mas foi possivel observar aumento
na prevaléncia de natimortos nas proles de ratas suplementadas, bem como atraso em
marcadores do desenvolvimento corporal e motor desses animais, além da elevacdo de
marcadores de distresse oxidativo durante o desenvolvimento, os achados corroboram os dados

da literatura.

Além das alteragdes gestacionais, observou-se que o leite das ratas suplementadas
apresentou maior teor lipidico e, por consequéncia, maior aporte caldrico. O aumento do aporte
energético para os fetos em desenvolvimento, pode estar relacionado com a consolidacido do
quadro de programacao fetal (Gomes et al., 2018b; Hue-Beauvais et al., 2017). As proles de
ratas suplementadas, de maneira geral, apresentaram aumento do ganho de peso e do indice de
Lee, enquanto apresentaram redugdo no comprimento nasoanal e na circunferéncia abdominal.
A associagdo dos distirbios placentarios ao aporte caldrico do leite materno ¢ fundamental para
que haja prejuizos no desenvolvimento muscular (Du et al., 2010; Meex; Blaak; van Loon,
2019Db), estabelecimento das relagdes metabolicas (Desai; Ross, 2011; Heerwagen et al., 2010b;
Ramamoorthy et al., 2015b) e no desenvolvimento sexual das proles (de Paula et al., 2021,
Schiaffino; Reggiani, 2011a). Por fim, as consequéncias musculares decorrentes desse quadro
estdo associadas com o aumento do numero, do tamanho e modificacdes da atividade
metabolica de fibras glicoliticas, em detrimento das fibras oxidativas (Du et al., 2010;
Schiaffino; Reggiani, 2011a), sendo evidenciado pelo aumento do peso dos musculos com
predominancia de fibras tipo 1, como o extensor longo dos dedos e tibial anterior, nas proles

de ratas suplementadas.

Durante o desenvolvimento, a diferenciacao de células mesenquimais se vale da mesma
via de sinaliza¢do intracelular para originar adipocitos ou células musculares. Devido a
caracteristica competitiva da adipogénese e da miogénese (Percie du Sert et al., 2020; Tong,
Jun F et al., 2009), o aumento dos depdsitos adiposos pode estar diretamente relacionado com
a redu¢do do tamanho muscular encontrado nas proles SPL. Outra possibilidade para justificar
o aumento identificado no peso dos musculos dos animais SPL pode residir no fato de que
determinados genes relacionados a diferenciacdo de adipocitos também se relacionam ao
aumento de sintese de matriz extracelular muscular e ao aumento da deposicdo lipidica
intramuscular (Cornachione et al., 2013; Tang; Lane, 2012; Yan et al., 2013a). Os genes

relacionados com a adipogénese também influenciam na diferenciagdo de fibras glicoliticas, o
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que também pode estar relacionado com o aumento do peso muscular identificado nos animais
SPL (Kitamura et al., 2007; Schiaftino et al., 2013; Shahjahan, 2015; von Maltzahn et al.,
2012).

Além das alteragdes de tamanho, peso e composi¢ao das fibras musculares, os animais
SPL apresentaram alteracdo no padrao de distribuicdo nuclear e capilarizagdo. De forma
contraria ao que tem sido descrito em quadros de obesidade e de aumento de fibras glicoliticas,
nesse estudo os animais apresentaram aumento do niimero de capilares e aumento do nlimero e
tamanho dos nucleos (Brun ef al., 2017; Kaneguchi et al., 2014; Rattigan et al., 2007; Ross et
al., 2018). No entanto, o aumento do numero de nucleos periféricos e centrais e, por
consequéncia, a redu¢do do dominio mionuclear, ¢ uma das principais caracteristicas
morfoldgicas associadas ao dano muscular (Cutler et al., 2018; Schiaffino et al., 2013;
Schiaffino; Reggiani, 2011b; Wosczyna; Rando, 2018). Da mesma forma, o aumento da
capilarizagdo estd associado ao processo inicial de regeneragdo muscular, sendo fundamental
para a ativacdo das células satélites e recrutamento de células inflamatorias (Brun et al., 2017;
Havixbeck et al., 2016; Joanisse et al., 2016; Rigamonti et al., 2014). Sendo assim, pode-se

associar o acimulo de lipidios intramusculares a essas caracteristicas dos animais SPL (Park;

Seo, 2020; Tumova; Andel; Trnka, 2016).

Os resultados deste estudo demonstram que a suplementag¢do materna com acidos graxos
poli-insaturados induziu alteragdes metabdlicas significativas, impactando a satide materna e o
desenvolvimento da prole de maneira prolongada. No entanto, analises complementares
envolvendo expressao génica e vias metabodlicas musculares poderiam elucidar os processos
subjacentes as alteracdes musculoesqueléticas observadas. Como perspectiva futura, estudos
adicionais devem investigar os efeitos da suplementagdo em diferentes periodos gestacionais e
poOs-natais, bem como explorar estratégias para mitigar os impactos adversos sobre o
crescimento ¢ a saude metabdlica da descendéncia. A compreensdo aprofundada desses
mecanismos podera contribuir para o desenvolvimento de abordagens nutricionais mais seguras

e eficazes durante a gestacao e lactagdo.

A suplementacdo cronica com acidos graxos insaturados (n-3, n-6 e n-9) durante
periodos gestacionais em ratas, pode induzir alteracdes importantes no equilibrio lipidico,
metabolico e imunologico. No periodo pré-gestacional, observaram-se mudangas marcantes nas

caracteristicas corporais, como aumento da adiposidade e reducao do peso pancreatico, ainda
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que sem variagoes no teste de tolerancia a glicose. O perfil plasmatico indicou elevagdes em
glicemia, colesterolemia e insulinemia, sugerindo um comprometimento metabolico inicial.
Durante o periodo perinatal, ratas suplementadas exibiram elevagdes na glicose plasmatica,
destacando a reducdo na velocidade de captacdo de glicose. Alteragdes significativas foram
observadas no perfil hematoldégico e na atividade dos fagdcitos, indicando impactos
metabolicos e imunologicos perinatais. O distresse oxidativo foi identificado por maior
producdo de espécies reativas, menor capacidade defensiva e maior incidéncia de danos
oxidativos no utero e placenta. A complexa interagdo entre suplementagdes, estados maternos
e respostas metabolicas destaca a complexidade desses efeitos, sendo necessarios maiores
estudos para elucidarem as doses de seguranga e as possiveis consequéncias do excesso lipidico

durante os periodos criticos de desenvolvimento.
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10. CONCLUSAO

Em conclusdo, os achados sobre a suplementagdo cronica com acidos graxos poli-
insaturados n-3 e n-6, em diferentes doses, revelaram importantes modificacdes no equilibrio
lipidico, onde doses mais altas representam determinado risco ao desenvolvimento de
dislipidemias, resisténcia a insulina e diabesidade, o que demonstra que mesmo PUFAs n-3
reconhecidos por seu poder terapéutico podem induzir e agravar sindromes metabdlicas.
Embora o peso corporal ndo tenha sido afetado, a significativa elevagcdo nos paniculos adiposos,
circunferéncia abdominal e adiposidade corporal, especialmente nas doses de 3 e 4 g/kg,
associada ao aumento do colesterol total e as alteragdes na secrecao e sensibilidade da insulina,
aponta para disturbios metabdlicos. Além disso, a identificagdo de sinais indicativos de um
quadro inflamatorio de baixo grau sublinha a importancia do monitoramento cuidadoso dessas
intervengdes. Em suma, o presente estudo destaca a complexidade das respostas fisioldgicas a
suplementagdo com acidos graxos poli-insaturados, enfatiza a necessidade de estratégias
individualizadas para preservar o equilibrio lipidico e minimizar potenciais efeitos adversos
associados a alteracdes metabolicas e inflamatorias, além de contrapor o pensamento comum,

que admite que o uso de n-3 ¢ sempre benéfico.
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