- XXXl Congresso de "
Iniciagdo Cientifica \\"’)
> | N

Unicamp v(..\'

UNICAMP

PRE -

Unicamp

PERFIL OXIDATIVO HEPATICO DA PROLE DE MAES SUBMETIDAS A UMA DIETA COM
OLEO DE PALMA INTERESTERIFICADO EM PERIODOS CRITICOS DO
DESENVOLVIMENTO

Palavras-Chave: GORDURA INTERESTERIFICADA, ESTRESSE OXIDATIVO, PROGRAMACAO
MATERNA.

Autores/as:

Luiza Martins Fernandez Malentachi, FCA- UNICAMP

Paloma Brasilio Villalta (Coorientadora), FCA-UNICAMP

Prof2 Dr2 Adriana Souza Torsoni (Orientadora), FCA - UNICAMP

INTRODUCAO:

A fase gestacional e de lactacdo sdo periodos
em que 0 organismo esta em desenvolvimento
inicial e em modificacdes morfolégicas e
fisiologicas (BARKER, 1990; GLUCKMAN et al.,
2008). Estudos epidemiologicos relacionam a
exposicdo a fatores ambientais adversos
durante esses periodos com alteracbes na
expressao génica, aumentando o0 risco de
doencas crbnicas ao longo da vida (BARKER,
1990; BATESON et al., 2004; GLUCKMAN et al.,
2008; SILVEIRA et al., 2007). Essa relacdo se
insere na area de conhecimento “Origem
desenvolvimentista da saude e doenca”
(DOHaD) (HANSON e GLUCKMAN, 2014;
SILVEIRA et al., 2007), que investiga a
causalidade das doencas cronicas, visando
melhor compreensdo e prevencdo dessas
condigoes.

O aumento do consumo de alimentos
ultraprocessados e a inatividade fisica, tém
levado ao excesso calorico e baixo gasto
energético (WHO, 2021). Dietas hipercaléricas e
hiperlipidicas durante a gestagdo afetam

negativamente o0 metabolismo da prole,

causando aumento de peso, aumento do tecido
adiposo e gordura hepatica (ASHINO et al.,
2012; MELO et al., 2014; FANTE et al., 2016;
SIMINO et al, 2016). Em resposta as
regulamentacdes, a inddstria alimenticia tem
adotado outras formas de manter as
caracteristicas fisico-quimicas dos alimentos
ultraprocessados, como por exemplo, a
utilizacdo de gorduras interesterificadas como
substituta da gordura trans (BISPO et al., 2015).
Estudos sugerem que essas gorduras podem
aumentar o estresse oxidativo e inflamacao
intestinal (Menta et al.,, 2022), prejudicar
parametros metabdlicos e a homeostase
glicémica (Miyamoto et al., 2020), e causar
danos oxidativos no hipocampo (D'Avila et al.,
2017).

O figado é central em diversos processos
fisiol6gicos, incluindo o metabolismo de
macronutrientes, homeostase glicEémica, lipidios
e colesterol e doengcas hepaticas tém
participacédo significativa no desenvolvimento de
morbidades e nas taxas de mortalidade
(TREFTS, GANNON e WASSERMAN, 2017).

Um dos principais responsaveis por danos
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hepaticos € o estresse oxidativo, causado pelo
desequilibrio entre compostos oxidantes e
sistemas de defesa antioxidante, resultando na
progressdo de doencas como esteato-hepatite
ndo alcodlica, fibrose hepéatica e cirrose
(FARZAEI et al., 2018; BARBOSA, 2010).

Contudo, além dos efeitos deletérios de uma
dieta materna com grande quantidade de
lipideos sobre a saude da prole, é importante
destacar a qualidade dos lipidios dietéticos.
Sendo assim, este trabalho tem como objetivo
avaliar o perfil oxidativo hepatico da prole de
camundongos cujas maes consumiram dieta
contendo 6leo de palma interesterificado, e que
foram desafiados com o mesmo tipo de gordura

na vida adulta.

METODOLOGIA:

Camundongos Fémeas (C57BL/6J)
provenientes do Centro de Bioterismo da
Universidade Estadual de Campinas
(CEMIB/Brasil) foram alojados na proporcéo de
dois animais por gaiola, mantidos em biotério
com ciclo claro/escuro de 12 horas, temperatura
de 22 + 1°C, com racdo e agua ad libitum ao
longo do estudo. Ao concluirem 5 semanas de
vida, as fémeas foram divididas em dois grupos
experimentais e alimentadas com dieta
contendo 6leo de palma natural (P) ou 6leo de
palma interesterificado (I) durante quatro
semanas. Apos esse periodo foram colocadas
para o acasalamento na propor¢éo de 2:1 com
machos da mesma idade que consumiram
apenas dieta comercial. Apds o acasalamento,
as fémeas foram alojadas individualmente e
continuaram recebendo suas respectivas dietas
durante toda a gestacéo e lactacdo. No dia do

nascimento, a ninhada foi ajustada para 6

filhotes (sendo 3 fémeas e 3 machos) por mée.
No 21° dia de vida, ap6s o desmame, os filhotes
foram separados em machos e fémeas, e todos
0s grupos receberam dieta contendo Oleo de
Palma Natural (com base na AIN-93G) até os 42
dias de vida. Depois disso, os filhotes foram
subdivididos para o periodo de exposi¢cdo ou
reexposicdo a dieta contendo Oleo de Palma
Interesterificado (com base na AIN-93M) na
idade adulta, tornando-se, entéo, quatro grupos
experimentais, de acordo com a dieta recebida
pela mae e a dieta recebida no periodo em
questdo (Dieta Mae + Dieta Prole): PP (Oleo de
Palma Natural + Oleo de Palma Natural); Pl
(Oleo de Palma Natural + Oleo de Palma
Interesterificado); P (Oleo de Palma
Interesterificado + Oleo de Palma Natural); e I
(Oleo de Palma Interesterificado + Oleo de
Palma Interesterificado). Aos 98 dias de vida,
foram eutanasiados para analises moleculares
no figado sobre o perfil oxidativo, infiltrado
inflamatério, avaliacdo dos niveis de transcritos
associados ao estresse oxidativo hepatico e 0s
niveis de transcritos de Sodl e Sod 2, outros
transcritos (Cat, GPx1, GPx3, GPx4) ainda
precisam ser concluidos. O projeto foi aprovado
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA/UNICAMP), sob protocolo n° 5764-
1/2021.
1. Dietas Experimentais

Para a composicdo das dietas controle e
hiperlipidica foi utilizado 6éleo de palma puro
(100%). O 6leo de palma foi produzido e refinado
pela industria Agropalma - SA. Para a
composicdo da dieta interesterificada, foi
utiizado oleo de palma randomizado via
interesterificacdo quimica. As dietas foram

preparadas de acordo com as recomendacoes
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do Instituto Americano de Nutricdo (AIN-93M e
AIN-93G) (REEVES et al. 1993). As dietas
normolipidicas conteram 10% da energia total
advindos dos lipidios.

2. Atividade da superéxido dismutase

(SOD)

Foram separados 100mg de tecido para serem
homogeneizados em 1mL de tampé&o fosfato
(50mM) gelado e, em seguida, armazenados no
gelo. As amostras foram centrifugadas por 10
minutos a 12000 rpm e o sobre/infranadante
coletado para o ensaio de ELISA em um
comprimento de onda de 570nm. O célculo da
atividade enzimatica foi calculado pela
absorbéncia das amostras, sabendo que a
absorbéancia do padrao é igual 1U de SOD, e que
1 unidade (U) de SOD é responsavel pela
oxidacao de 50% do pirogalol.

3. TBARS
Para medida indireta da peroxidacao lipidica por
substancias reativas ao &cido tiobarbiturico,
foram pesados 100mg do tecido (seco em papel
fitro) em tubo eppendorff 2mL, utilizando
tesoura e pinca, e o tecido foi mantido no gelo
durante todo o experimento. Sera acrescentado
1mL de PBS 1x para homogeneizacdo no
agitador por aproximadamente 1 minuto. As
amostras foram centrifugadas por 10min. a
12000rpm. Em 0,250mL  do

sobrenadante foram transferidos para outro

seguida

eppendorff 2,0mL. Para o ensaio de ELISA,
foram adicionados 0,5mL da solugdo TBARS em
todos os tubos, inclusive nos padrdes e branco,
gue depois foram cobertos com papel aluminio e
colocados em banho-maria fervente por 15
minutos, e, em seguida resfriados em agua
corrente fria. Foram adicionados 0,75mL de

butanol em todos os tubos que foram passados

no vortex para homogeneizagdo. As amostras
foram centrifugadas em centrifuga de mesa a
6000 rpm por 10 minutos. Na placa de Elisa,
foram acrescentados 200uL por poco do
sobrenadante das amostras em duplicata,
exceto o branco. A leitura de Elisa sera a 530 ou
535nm. A dosagem de TBARS € expressa por:
concentracdo de MDA/ concentracdo de
proteina. A concentracao de proteina do tecido
€ dosada pelo método de Lowry.
4. RT-qPCR

Para determinacdo da quantidade de
transcritos-alvo do estudo, foi realizada a reacéo
em cadeia da polimerase em tempo real (RT-
gPCR). As amostras foram descongeladas em
gelo, homogeneizadas em Trizol com “bead-
ruptor” com velocidade maxima por 30s e foram
aguardados 5 minutos em temperatura ambiente
para completar a dissociacdo do material. As
amostras foram transferidas para eppendorfs
com cloroférmio, homogeneizadas e apds 3
minutos estas foram centrifugadas por 15
minutos a 4°C, 10500 RPM. A fase aquosa sera
transferida para novos eppendorfs, onde foi
adicionado o isopropanol e apds descanso de 5
minutos a temperatura ambiente as amostras
forma centrifugadas por 10 minutos a 4°C,
10500 RPM e o sobrenadante foi descartado.
Foi adicionado 1mL de etanol 75% e
centrifugado por 10 minutos a 4°C, 8400 RPM.
O sobrenadante foi novamente descartado e foi
adicionado 1mL de etanol 100%, o eppendorf foi
centrifugado por mais 10 minutos, 4°C, 8400
RPM. Apos o descarte do etanol, 30uL de agua
ultrapura foi adicionada e agitada até a
dissolucdo total do pellet. As amostras foram
armazenadas a -20°C por 24h para a

guantificacdo do RNA total. A sintese de cDNA
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foi realizada com 3ug do total de RNA usando o
Hight-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(AppliedBiosystems). As reacdes de PCR em
tempo real foram realizadas utilizando-se
primers dos genes alvos (Sodl, Sod2, Cat,
GPx1, GPx3, GPx4) com o sistema TagManTM
(AppliedBiosystems) e rplpO como controle
endégeno. Os dados foram expressos como
valores relativos, determinados pelo método de
comparacdo do threshold cycle (2-AACt), de

acordo com a recomendacao do fabricante.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Nas analises de SOD (atividade da superéxido
dismutase) (Fig. 1a) e TBARS (medida indireta
da peroxidacéo lipidica) (Fig. 1b) notou-se uma
diferenca entre os grupos da prole fémea,
principalmente relacionados com a dieta
proveniente da mde e ndo associado com a
exposicao e reexposicdo da dieta da prole. Nas
analises do hidroperoxido (Fig. 1¢) ndo houve
diferenca entre os grupos em relacdo aos
parametros analisados . Na prole macho nao
houve diferenca significativa em nenhuma das
analises (Figura 2).
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Figura 1. Estresse Oxidativo da prole fémea. Avaliacdo de estresse oxidativo hepatico
da prole fémea por andlises de atividade da superéxido dismutase (SOD) (a),
peroxidacéo lipidica por substancias reativas ao &cido tiobarbitirico (TBARS) (b), e
dosagem da concentracéo de hidroperéxidos (c). Dados apresentados como média +
SEM (n = 10). Two-way ANOVA com post-hoc de Tukey,* = p<0.05, ** = p<0.01, **** =
p<0.001.
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Figura 2. Estresse Oxidativo da prole macho. Avaliagdo de estresse oxidativo hepatico
da prole macho por andlises de atividade da superoxido dismutase (SOD) (a),
peroxidagéo lipidica por substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) (b), e
dosagem da concentracéo de hidroperoxidos (c). Dados apresentados como média +
SEM (n = 10). Two-way ANOVA com post-hoc de Tukey,* = p<0.05, ** = p<0.01, **** =
p<0.001.

Para investigar possiveis processos de
inflamacdo, acrescentamos no projeto uma
avaliacdo sobre infiltrado inflamatério pela
guantificacdo de macrofagos (Fig. 3a) e
neutréfilos (Fig. 3b) no figado da prole fémea e
macho, e nesse caso observou-se uma
diferenca relacionada com a dieta de exposicao
e reexposicdo da prole, mais uma vez apenas
nas fémeas (Fig. 3 e 4).
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Figura 3. Infiltrado Inflamatério da prole fémea. Avaliagéo de infiltrado inflamatério
pela quantificacéo de macréfagos (A) e neutréfilios (B) no figado da prole fémea. Dados
apresentados como média + SEM (n = 10). Two-way ANOVA com post-hoc de Tukey,* =
p<0.05, ** = p<0.01, **** = p<0.001.
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Figura 4. Infiltrado Inflamatério da prole macho. Avaliacédo de infiltrado inflamatério
pela quantificacdo de macréfagos (A) e neutrdfilios (B) no figado da prole macho. Dados
apresentados como média + SEM (n = 10). Two-way ANOVA com post-hoc de Tukey,* =
p<0.05, ** = p<0.01, **** = p<0.001.
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Quanto aos transcritos envolvidos com estresse
oxidativo, ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significantes entre os grupos
nos niveis de Sod1 (Fig. 5a) ou Sod2 (Fig. 5b)
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Figura 5. Niveis de transcritos envolvidos com estresse oxidativo no figado da
prole fémea. Avaliacdo por gRT-PCR dos niveis de Sod1 (a) e Sod2 (b) no figado da
prole fémea e normalizados com o controle endégeno Actb. Dados expressos como
média + SEM (n = 4-6). Two-way ANOVA com post-hoc de Tukey com * = p<0.05.

Em conclusdo, nossos resultados sugerem um
aumento de estresse oxidativo hepatico apenas na
prole fémea de mées que consumiram dieta com 6leo
de palma interesterificado nas fases criticas do
desenvolvimento, independente da dieta oferecida na
fase adulta. Entretanto, um aumento do infiltrado
inflamatério s6 foi observado na prole fémea cujas
maes receberam dieta contendo 6leo de palma
natural, mas que foram desafiadas na vida adulta a
dieta contendo 6leo de palma interesterificado.
Todavia, ainda sdo necessarias andlises
complementares para a melhor compreensédo das
alteracBes encontradas.
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