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RESUMO

A obesidade € um problema de salde pablica mundial. A alimentagdo durante a vida
intrauterina e/ou periodo pds-natal podem contribuir para o desenvolvimento da obesidade
durante a vida adulta. O 6leo de peixe, fonte de acido graxo poli-insaturado da série ®-3,
surge como uma opc¢do vidvel de tratamento coadjuvante para atenuar as alteracGes
metabolicas associadas a essa enfermidade. O presente trabalho teve como objetivo investigar
o0 efeito do dleo de peixe sobre a modulacdo de marcadores metabolicos em modelo de
hiperalimentagdo pds-natal. A hiperalimentagdo neonatal foi induzida pela redugdo do
tamanho da ninhada. Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais: Controle
(C); Hiperalimentacao pos-natal (PO); Hiperalimentacdo pos-natal + suplementacdo com 6leo
de peixe (POFO). O oleo de peixe foi administrado as mées (1g/kg por gavagem) durante as
fases de acasalamento, gestacdo e amamentacdo, uma vez ao dia. Os filhotes machos foram
monitorados até os 120 dias de vida. O TTOG foi realizado aos 70 e 120 dias de vida dos
animais. O ganho de peso e a ingestdo alimentar foram monitorados semanalmente. No final
do experimento, sangue, figado e tecido adiposo foram coletados. Os parametros bioquimicos
foram avaliados usando Kits comerciais. As adipocinas séricas, assim como as citocinas no
tecido adiposo, foram dosadas por ELISA. O conteldo total de lipidios hepaticos foi extraido
pela técnica de Folch e os niveis de colesterol e triglicerideos foram determinados por kit
comercial. Marcadores de estresse oxidativo (TBARS e concentracdo de hidroperoxidos) e
enzimas antioxidantes (SOD e CAT) foram determinados por método colorimétrico. As
analises estatisticas foram realizadas no GraphPad Prism®. De acordo com os resultados, a
suplementacdo com Gleo de peixe preveniu o ganho de peso aos 21 dias de idade, preveniu a
intolerancia a glicose na fase adulta e 0 aumento da glicemia de jejum, colesterol total e LDL-
¢, além de aumentar a fracdo HDL-c nos animais adultos. A suplementagdo com 6leo de peixe
também foi eficaz em prevenir o aumento dos niveis séricos de leptina e resistina e reduzir a
concentracdo de quemerina sérica, além de prevenir o aumento de alguns marcadores
hepaticos de peroxidacdo lipidica, associada a um aumento na atividade da enzima
antioxidante catalase. Desta forma, os resultados sugerem que a suplementacdo materna com
6leo de peixe previne as alteracdes metabolicas decorrentes da hiperalimentacdo pos-natal.

Palavras chave: Acidos Graxos. Sobrepeso. Hiperalimentac&o.



ABSTRACT

Obesity is a major public health problem in the world. Dietary changes during intrauterine
life and/or postnatal period may contribute to the development of obesity during adulthood.
Fish oil appears as a coadjuvant treatment to attenuate metabolic disorders, being composed
of ®-3 polyunsaturated fatty acids. Therefore, this paper aimed to investigate the effect of
fish oil on the modulation of metabolic markers in postnatal overfeeding model. The
neonatal overfeeding was induced by reducing litter size. The animals were shared into four
experimental groups: Control (C); Postnatal overfeeding (PO); Postnatal overfeeding + Fish
Oil supplementation (POFO). Fish oil was given to the mothers (1g/kg per gavage
technique) during the mating, gestation and breastfeeding phases, once a day. The male
offspring were monitorated to 120 days of age. The OGTT was performed at 70 and 120
days of life of the animals. Weight gain and food intake were monitored weekly. At the end
of the experiment, blood, liver and adipose tissue were collected. Biochemical parameters
were evaluated using commercial kits. Serum adipokines as well as cytokines in adipose
tissue were measured by ELISA. Total hepatic lipids content was extracted by Folch
technique, and cholesterol and triglycerides was determined by commercial Kit. Stress
oxidative markers (TBARS and hydroperoxide concentration) and antioxidant enzymes
(SOD and CAT) were measured by colorimetric method. Statistical analyzes were
performed on GraphPad Prism®. According to our results, fish oil supplementation
prevented weight gain at 21 days of age, improved glucose tolerance, reduced fasting
glucose, total cholesterol and LDL-c, and increased the HDL-c fraction in adulthood.
Supplementation with fish oil also restored serum levels of leptin and resistin, and decreased
serum chemerin, and reduced these same markers of lipid peroxidation, associated with an
increased in catalase activity. In this way, the results suggest that maternal supplementation
with fish oil has a attenuating effect on metabolic alterations in overfeed offspring in
adulthood.

Keywords: Fatty acids. Overweight. Overnutrition.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

A obesidade se tornou um dos maiores problemas de satde publica no mundo. A
projecdo e que, em 2025, cerca de 2,3 bilhdes de adultos do mundo estejam com sobrepeso, e
que existam mais de 700 milhdes obesos. Atualmente, no cendrio brasileiro, quase 60% da
populacdo se encontra acima do peso, na faixa de sobrepeso e obesidade, e a projecdo para 0s
proximos anos é que tal prevaléncia aumente. Além de ser um problema de saide publica, a
obesidade também afeta a economia do pais, ocasionando maiores gastos ao servigo publico
de salde, como despesas médicas (aumento de 36 a 100% com farmacos) absenteismo e
qgueda de produtividade no trabalho, e 0 aumento de gastos com seguros (desemprego e
invalidez).

A obesidade, doenca crénica de etiologia multifatorial é caracterizada pelo excesso de
gordura corporal e um estado de inflamacdo cronica de baixo grau. Dentre os principais
fatores desencadeantes da obesidade, a predisposicdo genética e o ambiente em que 0
individuo encontra-se inserido exercem maior influéncia na etiopatogenia da doenca. O
ambiente obsesogénico, caracteristico do estilo de vida da sociedade do século XXI, é aquele
onde h&a um maior consumo de alimentos industrializados, ultraprocessados, ricos em sédio e
acucares simples e uma baixa ingestdo de alimentos fonte de vitaminas, minerais e fibras,
aliado a um decréscimo progressivo da atividade fisica.

A nutricdo adequada é de suma importancia desde o periodo neonatal, uma vez que
nos primeiros anos de vida, o individuo esta exposto a programacao metabdlica, sendo capaz
de modular o risco futuro de obesidade e outras doencas crdnicas. Os efeitos desta
programacdo metabolica sdo transgeracionais e tém sido explicados através de modificaces
ao nivel da maquinaria epigenética. As alteracdes epigenéticas consistem em modificacOes
quimicas do DNA que ndo remodelam a sequéncia nucleotidica, mas que alteram a
probabilidade da transcricdo dos genes. Assim sendo, a nutrigdo intrauterina e pds-natal
precoce tém sido relacionadas ao desenvolvimento de doengas crénicas ndo transmissiveis na
vida adulta, entre elas a obesidade.

Com a alta prevaléncia de obesidade em nivel mundial e a sua intima relagcdo com a
etiopatogenia de outras doencgas crénicas, como as dislipidemias, diabetes mellitus tipo 2,

doencas cardiovasculares e canceres, hd uma busca incessante por estratégias para a
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prevencdo e/ou controle dessa enfermidade, em que se destaca o potencial uso do 6leo de
peixe. O Gleo de peixe € composto por acidos graxos essenciais, poliinsaturados, da classe
0mega (m)-3, principalmente por acidos eicosapentaenoico (EPA) e docosaexaenoico (DHA).
Dentre os beneficios do 6leo de peixe, demonstrados em modelos animais e em humanos,
encontram-se a reducdo do acumulo de gordura visceral, modulacdo no perfil de acidos
graxos e metabolismo glicidico. Essas modulagGes metabdlicas tém sido relacionadas a
fendmenos epigenéticos e modulacdo na expressdo de adipocinas.

Considerando o potencial do 6leo de peixe em atenuar alteracdes metabolicas e
inflamatorias tipicas da obesidade, do 6leo de peixe, estudos populacionais, clinicos e
experimentais tém sido realizados com vistas a elucidar os mecanismos moleculares
envolvidos na modulacdo metabdlica exercida pelos &cidos graxos poliinsaturados (AGPI).

Além dos modelos experimentais classicos, que buscam mimetizar os efeitos da
obesidade em humanos utilizando a dieta como potencial indutor de obesidade, tém-se
explorado o modelo de hiperalimentacdo poés-natal. Esse modelo de restricdo de ninhadas
consiste na reducdo do namero de filhotes por fémea durante o periodo de amamentacéo, o
que diminui a competicao e aumenta a disponibilidade de alimento para os filhotes. Ninhadas
reduzidas sdo um modelo eficaz de hiperalimentacdo p6s-natal, uma vez que induzem o ganho
de peso, resultado da imaturidade do mecanismo de controle da ingestdo alimentar no periodo
neonatal.

Nesse contexto, uma investigacdo minuciosa sobre 0s mecanismos moleculares
envolvidos na modulacdo metabdlica exercida pelo 6leo de peixe, como uma das estratégias
de controle da obesidade e doencas associadas, assume grande relevancia. Sendo assim, o0
objetivo do presente estudo consiste em analisar o efeito da suplementacdo materna (do
acasalamento ao desmame) com 6leo de peixe na modulacdo de marcadores metabdlicos em

modelo de hiperalimentacdo pds-natal em camundongos C57BI6 machos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Obesidade

2.1.1 Obesidade: dados epidemioldgicos e fatores determinantes

A obesidade é um dos maiores problemas de satde publica no mundo, sendo definida
pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) como um dano multifatorial resultante de um
balanco energético positivo, que favorece o acimulo de gordura corporal (OMS, 2018). Nas
ultimas trés décadas, o nimero de pessoas com sobrepeso ou obesidade quase triplicou em
nivel global. Neste contexto, morrem pelo menos 2,8 milhdes de pessoas a cada ano em
consequéncia do excesso de peso ou obesidade (ABESO, 2015). A projecdo é que, em 2025,
cerca de 2,3 bilhdes de adultos estejam com sobrepeso, e mais de 700 milhdes com obesidade.
Em nivel global, caso nenhuma acdo seja tomada no ambito da satde publica, o nimero de
criancas com sobrepeso e obesidade podera chegar a 75 milhdes (OMS, 2018).

No Brasil, a obesidade vem crescendo em um ritmo acelerado. Em 2016, um
levantamento da Vigilancia de Fatores de Risco e Prote¢do para as Doencgas Crbnicas por
Inquérito Telefénico (VIGITEL), ligada ao Ministério da Saude, apontou que quase 60% da
populacdo apresentava excesso de peso de acordo com a classificacio do Indice de Massa
Corporal (IMC). Os dados anunciados traduzem a urgéncia de se pensar em politicas publicas
de emergéncia (BRASIL, 2017; OMS 2018). Nos ultimos cinquenta anos, a populagédo
brasileira foi marcada por diversas mudancas no estilo de vida, condi¢fes socioeconémicas e
demograficas, fato que explica o fendbmeno de transi¢cdo nutricional (SOUZA, 2010). No
passado a populacdo brasileira era acometida com maior frequéncia por infeccbes e
desnutricdo, associadas a extrema pobreza e caréncia de saneamento bésico. Atualmente, as
causas de morbimortalidade se devem, em grande numero, pela obesidade e as doencas
associadas a esta, como doencas cardiovasculares, dislipidemias, diabetes mellitus tipo 2,
sindrome metabdlica e alguns tipos de canceres, 0 que é decorrente da mudanca no perfil
alimentar da populacdo. (MONTEIRO; LEVY; CAMPOS, 2015).

Dentre estas mudancas, as alteracGes na qualidade e na quantidade da alimentacdo,
concomitantes ao crescimento do sedentarismo, levaram ao aumento consideravel da
prevaléncia de sobrepeso e obesidade e, consequentemente, das doengas cronicas nédo

transmissiveis (DCNT). O aumento do IMC esté diretamente relacionado a intolerancia a
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glicose, as dislipidemias, hipertenséo, diabetes tipo 2, insuficiéncia renal e osteoartrite. Como
exposto por Martin-Rodriguez et al. (2015), todos os graus de obesidade se associam as
patologias como asma, insuficiéncia cardiaca e transtornos mentais graves, entretanto, a
obesidade grau 2 e a obesidade mérbida, se associam também a doenca pulmonar obstrutiva
cronica e a depresséo.

O actmulo excessivo de gordura no tecido adiposo leva ao aumento na secrecdo de
adipocinas e citocinas, como a leptina, resistina, fator de necrose tumoral e interleucina-6,
contribuindo para o aumento da resisténcia a insulina. Esta atua como um fator de risco para o
surgimento de diversas doengas, como o diabetes tipo 2, hipertensdo arterial, dislipidemias,
que se associam ao quadro de sindrome metabdlica (DOMMERMUTH; EWING, 2018).

Quando se busca uma explicacdo para a epidemia global de obesidade, os esfor¢cos
devem focar na identificacdo de fatores ambientais envolvidos. O ambiente obesogénico
predominante nos paises ocidentais ou com hébitos de vida ocidentalizados é caracterizado
pela oferta ilimitada de alimentos de baixo custo, palataveis, praticos e de alta concentracéo
energética, aliado a reducdo na pratica de atividade fisica. Conforme a tendéncia de piora
progressiva de todos estes fatores ambientais, o prognéstico atualmente mais aceito é de
elevacdo nas taxas de prevaléncia da obesidade nas diversas faixas etarias da maioria das
populagdes do planeta (VO; ALBRECHT; KERSHAW, 2019).

Visto a complexidade da obesidade e os diferentes fatores associados & sua etiologia, 0
primeiro passo para iniciar o tratamento € a determinacdo individualizada da causa desta
patologia. A obesidade pode ser causada por comportamentos alimentares inadequados, como
uma dieta desequilibrada, influenciada pelo ambiente e a sociedade onde o individuo se
insere, por estimulos ambientais (intrauterinos e pds-natais), e por disfuncbes enddcrinas e
genéticas (HOCHBERG, 2018).

2.1.2 Obesidade e desordens imunometabdlicas

As alterac6es nas fungbes endocrinas e metabolicas do tecido adiposo possuem estreita
relacdo com a génese da obesidade. O acumulo de lipideos no tecido adiposo, comum em
individuos obesos, levam ao desencadeamento do processo inflamatério por meio da
producdo de citocinas pro-inflamatorias e quimiocinas pelos adipécitos, incluido TNFa., IL-6,
leptina, resistina, proteina C reativa, proteina quimiotatica para mondcitos (MCP-1) entre

outras. Enquanto em individuos eutroficos, o tecido adiposo produz em quantidade inferior
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estas proteinas quando comparado a individuos obesos (BULLO et al., 2007; FERRANTE,
2007; SHAH et al., 2008).

As adipocinas sdo moléculas sinalizadoras secretadas pelos adipocitos, ou derivadas de
outros componentes do tecido adiposo branco como células imunes e os fibroblastos
(YAMAWAKI, 2011; ROURKE; DRANSE; SINAL, 2013). As adipocinas sao proteinas que
funcionam como hormonios circulantes e possuem a capacidade de se comunicarem com 0
tecido adiposo e outros 6rgdos, como figado, cérebro e também o sistema imune
(MARREIRO, 2013; VERRIJIN STUART et al., 2013).

A leptina, € uma proteina sintetizada principalmente pelo tecido adiposo branco,
possui forte relacdo com a obesidade, ume vez que as concentracbes séricas de leptina
possuem relacéo direta com o tamanho e numero dos adipdcitos, e consequentemente com 0
percentual de gordura corporal (MATSUBARA; MARUOKA; KATAYOSE, 2002). A
principal funcdo da leptina é o controle da homeostase energética atraves da diminuicdo da
ingestdo alimentar e do aumento do gasto energético. O jejum prolongado diminui 0s niveis
séricos de leptina, enquanto possui relacdo direta com o aumento da ingestdo alimentar e do
TNFa (SAHU, 2004).

O TNFa foi a primeira citocina identificada no tecido adiposo de camundongos
obesos. Esta citocina pode ser produzida pelos macréfagos e outras células do sistema
imunolégico além dos tecidos muscular, linfoide e adiposo, sendo que quando produzida pelo
tecido adiposo o TNFa € caracterizado como uma adipocina. (NGUYEN et al., 2005; WANG
et al., 2008). O TNFa pode inibir a fosforilagdo da tirosina presente no substrato-1 do
receptor de insulina (IRS-1) fazendo com que ocorra uma resisténcia a insulina, o que foi
observado em um estudo com ratos obesos (RUI et al., 2001). Além disso, 0 aumento de
triacilglicerdis e acidos graxos livres podem induzir o aumento da expressao de TNFa. Morin
et al. (1997) observou um aumento significativo da expressdo de TNFa e alteragdo da via de
sinalizacéo insulinica em roedores alimentados com dieta hiperlipidica.

A inflamacdo do tecido adiposo reduz a producdo de adiponectina. A adiponectina é
uma proteina sintetizada exclusivamente pelo tecido adiposo, € uma adipocina que apresenta
efeito anti-inflamatorio, antiaterogénico e sensibilizador a insulina, levando ao agravo da
resisténcia a insulina, da inflamacdo e do estresse oxidativo (ALARD, et al. 2015;
BORGESON, et al.; 2013; KACSO et al., 2012). Em contraste com as demais proteinas, a

sintese desta adipocina diminui com o aumento do tecido adiposo e niveis séricos de
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adiponectina aumentados s&o um fator de protecdo para o diabetes tipo 2 e doengas
cardiovasculares (GUIMARAES et al., 2007).

Outra adipocina importante no contexto da obesidade e que possui forte relacdo com o
desenvolvimento da resisténcia a insulina € a resistina (STEPPAN et al., 2001). Niveis séricos
elevados de resistina sdo observados na obesidade genética ou induzida pela dieta e, portanto,
estdo ligados a resisténcia & insulina associada a um aumento no peso corporal
(HERMSDORFF; MONTEIRO, 2004). De acordo com Fantuzzi (2005) e COSTA &
DUARTE (2006) a expressdo de resistina nos adipocitos humanos é reduzida, e elevada nos
macréfagos e mondcitos, sugerindo entdo um importante papel inflamatoério desta adipocina.

A quemerina é uma proteina quimioatrativa de células imunes, que esta associada a
obesidade, inflamacéo e aterosclerose (CASH; NORLING; PERRETTI, 2014). Esta adipocina
apresenta autocrina e paracrina no desenvolvimento dos adipdcitos e funcdo endocrina na
imunidade e no metabolismo (ROURKE; DRANSE; SINAL, 2013). A acdo da quemerina no
metabolismo da glicose e lipidios ocorre no figado e tecido adiposo, modulando a secrecédo e a
sensibilidade a insulina, promovendo a regulacdo da captacdo de glicose e estimulando a
lipolise nos adipdcitos (ROMAN; PARLEE; SINAL, 2012; VERRIJIN STUART et al.,
2013).

2.1.3 Obesidade e estresse oxidativo

O acumulo de gordura, 0 aumento da glicemia, e o estado inflamatorio, caracteristicos
da obesidade, favorecem o aumento do estresse oxidativo (EO) intracelular. O estresse
oxidativo é resultante de um desequilibrio metabdlico entre a producdo excessiva de
compostos oxidantes e producdo ineficiente e/ou diminuida de mecanismos de defesa
antioxidante. O EO esta envolvido em um grande numero de patologias e pode causar danos
aos tecidos e orgdos (BUONOCORE; GROENENDAAL, 2007; GOETZ; LUCH, 2008).

Os danos causados pelo EO consistem na producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROS), dentre elas os radicais livres e peroxidos (GENESTRA, 2007). A obesidade leva ao
aumento do estresse oxidativo (YAMATO et al., 2007), sendo um dos mecanismos 0 aumento
de lesdes celulares progressivas, oriundas da pressdo exercida pela massa corporal excessiva
(FRANCA et al., 2013; MARTINS et al., 2014; OTANI et al., 2011), Outro fator que esta

associado ao excesso de peso e também a formacdo de EROS é a hiperglicemia, uma vez que
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promove geracdo de anion superoxido através das vias do poliol, hexosamina, proteina kKinase
C e da geracdo de produtos avancados de glicagdo, resultando em estresse oxidativo
(GRATTAGLIANO et al., 2008).

Enzimas como NADPH oxidase e o0xido nitrico sintase envolvidas na producdo de
EROS estdo aumentadas em individuos obesos, o que também pode justificar o aumento do
estresse oxidativo nestes individuos (PARK; CHUNG; KIM, 2007). Outro mecanismo
envolvido no aumento de EROS na obesidade estd relacionado ao acimulo de gordura
visceral, levando ao aumento da secrecdo de adipocinas e citocinas pro-inflamatdrias nos
adipdcitos esta secrecdo desregulada aumenta a transcricdo de genes codificadores de
proteinas inflamatdrias e potencializa a resisténcia insulinica, que também aumenta os niveis
de EO, desencadeando um ciclo que potencializa a formacdo de EROS (GRATTAGLIANO et
al., 2008).

O sistema antioxidante do organismo é composto por componentes enzimaticos e nao
enzimaticos que possuem funcdo complexa na regulagdo de EROS. O sistema enzimético
conta com enzimas como a superdéxido dismutase (SOD) que compreende a primeira linha de
defesa contra os radicais superéxido, que sdo convertidos em oxigénio e perdxido de
hidrogénio por esta enzima, e a catalase que catalisa a reacdo de transformacdo do peroxido
de hidrogénio em agua e oxigénio. Dentre 0s componentes ndo enzimaticos tém-se as
vitaminas (C e E), a ubiquinona, o &cido Urico, a bilirrubina, a ceruloplasmina, a taurina, 0s
flavonoides e outros compostos fendlicos de origem vegetal (POWERS; JACKSON, 2008).

Além das correlagdes da obesidade com o estresse oxidativo, onde ha uma maior
producdo celular de espécies reativas de oxigénio em detrimento das defesas antioxidantes
enzimaticas, a alimentacdo deficiente em frutas e hortalicas caracteristica da sociedade
ocidental, compromete também o0s componentes ndo enzimaticos do sistema de defesa
antioxidante, aumentando ainda mais o risco para o desenvolvimento de doencas crbnicas
associadas a obesidade, como doencas cardiovasculares e cancer (CONCEICAO et al., 2013;
PORTELLA et al., 2015).

2.2  Programacédo metabdlica

A programacdo metabolica resultante das experiéncias iniciais da vida, isto é, desde o

periodo fetal até a primeira infancia, € um fendbmeno cientifico aceito e tem sido explorado a
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fim de avaliar as alteracdes no metabolismo em estégios de plasticidade do desenvolvimento,
isto é, uma fase de frequente multiplicacdo e diferenciacdo celular. Alteragdes e condigdes
especificas durante este periodo dao origem a resultados posteriores de vida, o que pode ser
observado quando a desnutricdo, obesidade e diabetes materna contribuem para o
desenvolvimento da obesidade na prole (LEVIN, 2006; HANLEY et al., 2010).

A nutricdo adequada é de suma importancia desde o periodo neonatal, uma vez que
nos primeiros anos de vida o individuo esta exposto a programacdo metabdlica, sendo capaz
de modular o risco futuro de obesidade e outras doencas cronicas. Estes efeitos
transgeracionais tém sido explicados através de alteracdes ao nivel da maquinaria epigenética,
ou seja, modificagdes quimicas do DNA que ndo alteram a sequéncia nucleotidica, mas que
alteram a probabilidade da transcricdo dos genes e podem estabelecer associacGes plausiveis
entre a nutricdo intrauterina e pos-natal com o desenvolvimento de doencas cronicas nédo
transmissiveis na vida adulta, entre elas a obesidade (PEASTON; WHITELAW, 2006;
GODFREY; GLUCKMAN; HANSON, 2010; CALKINS; DEVA SKAR, 2011).

A programacao metabdlica € um fendmeno estimulado por alteracdes nutricionais e/ou
hormonais que acontecem em fases sensiveis de desenvolvimento da vida, de intensas
mudancas morfoldgicas e funcionais, como a gestacdo e a lactacdo. Estes periodos sdo as
etapas mais vulneraveis do organismo a programacao metabdlica, sendo assim denominadas
"janelas de programacgdo". Alteragdes nutricionais, hormonais e/ou metabdlicas que
acontecem nessas etapas tem grande impacto sobre o organismo, acarretando em alteracGes e
adaptacdes a nivel celular, tecidual e sisttmico com repercussfes para o estado de saude na
vida adulta. Tais mudancas metabdlicas e funcionais, determinam maior predisposicdo a
patologias cronicas na vida adulta, como diabetes mellitus tipo 2 e obesidade (A
WATERLAND; GARZA, 1999; GUILLOTEAU, et al. 2009).

Um dos pioneiros no estudo da programacao metabolica, Barker explica o conceito no
qual o crescimento fetal pode afetar o desenvolvimento de doencas na fase adulta. O
crescimento intrauterino ¢ conhecido como um “periodo critico de desenvolvimento”, uma
vez que periodos criticos sdo determinados por crescimento e diferenciacdo celular
acelerados, o que acontece também no periodo pos-natal. A programacdo metabdlica
decorrente deste periodo apresenta efeitos duradouros ou ao longo da vida (BARKER, 1998).
Para elucidar o conceito de programacdo metabolica, Barker e colaboradores (1998)
utilizaram dados de coortes historicas dos nascidos na década de 1930 e se beneficiaram dos

registros de nascimento, mantidos pelo mesmo individuo por longos periodos de tempo. Tais
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dados permitiram relagdes claras entre tamanho, forma e massa placentaria de uma crianga ao
nascer com hipertensdo mais tarde na vida.

Estudos epidemioldgicos foram essenciais para a ligacdo inicial entre a nutricdo
adequada em periodos criticos e o desenvolvimento de patologias (CAMPBELL et al., 1996;
ERIKSSON et al., 2003; NESS, 2004; SMITH et al., 2007). Um dos estudos mais exemplares
neste &mbito foi o estudo de coorte Longitudinal Avon de Pais e Filhos (ALSPAC), que foi a
fonte para uma série de publicacdes em que relacionam a nutri¢do precoce com a obesidade
infantil e na fase adulta, e com diversas patologias associadas a obesidade, como as doencas
cardiovasculares (NESS, 2004).

A condicdo metabdlica materna e a dieta na gestacdo e lactacdo influenciam
exponencialmente o ambiente perinatal, dispondo o individuo a programacdo metabdlica e
impactando em longo prazo o balango energético da prole e trazendo risco de
desenvolvimento de doengas metabolicas e cardiovasculares (SULLIVAN; SMITH; GROVE,
2011).

2.3 Acidos graxos -3

Os lipideos séo nutrientes altamente caléricos e, portanto, classicamente considerados
como uns dos responsaveis pelo desenvolvimento da obesidade. Entretanto, estudos recentes
tém chamado atencdo ao perfil de AG da dieta, uma vez que acidos graxos monoinsaturados
®-9 e poliinsaturados m-6 e ®-3 podem apresentar diversos efeitos benéficos a saude (GILL et
al., 2012; NIGAM et al., 2014; RAMIREZ-RAMIREZ et al., 2013; SHINTO et al., 2013,
SOFl et al., 2010).

Os AG sdo definidos como acidos carboxilicos que possuem, na maioria das vezes,
uma cadeia hidrocarbdnica longa, ndo ramificada e com ndmero par de atomos de carbono.
Eles podem ser saturados ou conter uma ou mais duplas liga¢6es, chamadas de insaturacdes, e
sdo classificados de acordo com sua cadeia carbonica, sendo um AG de cadeia curta (2 a 4
carbonos), média (6 a 10 carbonos) e longa (acima de doze carbonos) (DAS, 2006).

O corpo humano é capaz de sintetizar diferentes acidos graxos, mas ndo o acido
linoleico (w-6) ou o acido a-linolénico (®-3), pois 0s mamiferos ndo possuem as enzimas
dessaturases A12 (insercao de insaturagdo entre carbonos 3-4) e A15 (inser¢ao entre carbonos
6-7), as quais sdo responsaveis pela sintese destes acidos graxos poliinsaturados. Desta forma,

estes AG devem ser regularmente ingeridos através da dieta, sendo assim chamados de &cidos
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graxos essenciais. O ®-3 € 0 precursor para a sintese dos acidos eicosapentaendico (EPA),
docosapentaendico (DPA) e docosaexaenoico (DHA) no corpo humano. Os AG essenciais sao
encontrados em 6leos vegetais (6leo de soja, chia, canola, linhaca, améndoas) e de peixes, que
contém EPA e DHA (ALBRACHT-SCHULTE et al., 2018).

A ingestdo de acidos graxos essenciais na dieta e a atividade das enzimas dessaturase
de acidos graxos determinam os niveis plasmaticos de ®-3. A propor¢do balanceada de acidos
graxos ®-6: o-3 é de extrema importancia para a homeostase do individuo durante toda a
vida. O consumo elevado dos AG ®»-6 na dieta ocidental, faz com que a proporcdo destes
compostos aumente da faixa ideal (3:1 a 4:1) para 10:1 a 20:1, o que pode desempenhar um
papel importante na patogénese da obesidade e doengas relacionadas, visto que estes AG tém
acdes opostas no processo inflamatério, com o -6 exercendo maior potencial inflamatério
comparado ao ®-3 (ALBRACHT-SCHULTE et al., 2018).

Desta forma, os &cidos graxos poliinsaturados da classe -3 vém despertando grande
interesse nas ultimas décadas, uma vez que apresentam efeitos benéficos na melhora da
funcdo imunitaria e estresse oxidativo (NIGAM et al., 2014), das dislipidemias (GILL et al.,
2012), auxiliando no controle de patologias associadas aos habitos alimentares modernos,

sendo assim, uma possivel ferramenta a ser utilizada no tratamento destas doencas.

2.3.1 Efeitos imunometabdlicos da suplementacdo com ®-3

Os acidos graxos da série ®-3 apresentam diversos efeitos de modulagéo sobre eventos
bioldgicos, como a concentracdo de lipideos plasmaticos, fluidez de membrana, transdugédo de
sinal e expressdo génica, funcdo imunitéaria, sinalizacdo da insulina, desenvolvimento
neuronal, entre outras. Os AGPI, nos quais o 6mega-3 se inclui, sdo considerados potentes
ativadores de receptores ativados por proliferadores de peroxissomos (PPAR), 0s quais sdo
capazes de controlar a expressdo de genes envolvidos no metabolismo de glicose e lipidios
(BORSONELO & GALDUROZ, 2008; LOMBARDO; CHICCO, 2006; POULSEN;
SIERSBAK; MANDRUP, 2012).

Estudos acerca das propriedades dos AGPI -3 tém crescido nos Gltimos anos e apesar
de seu papel anti-inflamatério (SIRIWARDHANA; KALUPAHANA; MOUSTAID-
MOUSSA, 2012; SPENCER et al., 2013; YAN et al., 2013) e hipotrigliceridémico (ALIGETI
et al.,, 2007; SCORLETTI et al., 2015; TATSUNO et al., 2013) bem estabelecidos, o0s

mecanismos moleculares interrelacionados ainda estdo em debate. Resultados de estudos com
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experimentacdo animal incentivam os estudos em humanos, os quais investigam o potencial
nutracéutico do -3 e sua aplicacdo clinica para o tratamento das doengas associadas ao estilo
de vida do século XXI, o que leva a elucidacdo dos mecanismos de acdo destes compostos
(ALBRACHT-SCHULTE et al., 2018).

A suplementacdo com 6leo de peixe pode reduzir o estresse oxidativo e a producéo de
EROS em animais e seres humanos. De acordo com Wang (2004) a suplementacdo com 6leo
de peixe resulta na inducdo da expressdao de enzimas antioxidantes e, portanto pode ser
mediada por um efeito nos fatores de transcricdo. Os acidos graxos da série ®-3, como
descrito anteriormente, possuem capacidade de se ligar a fatores de transcricdo, levando a sua
ativacdo e posterior modulagcdo de toda uma via, tanto relacionada ao metabolismo de
carboidratos quanto ao de lipideos.

Um dos fatores que podem se relacionar com o -3 € o fator de transcricdo proteina
1C ligadora do elemento regulatorio de esterol (SREBP-1c). A familia SREBP foi
estabelecida como um grupo de fatores de transcricdo reguladores da transcricdo de genes
envolvidos na sintese e esterificacdo de colesterol e &cidos graxos (CINTRA et al., 2012;
ABREU, 2014).

H& uma interagdo indireta entre os AGPI e o SREBP, acarretando na sua inibicéo.
Apesar deste mecanismo ainda ndo estar esclarecido, hd uma hipotese de que os AGPI atuem
através da diminuicdo da estabilidade do mRNA deste gene. A suplementacdo com -3
promove a incorporacdo destes AG nas membranas celulares, e inibem a ligacdo de receptores
hepaticos X (LXR), um dos principais ativadores da transcricdo SREBP-1c, promovendo a
diminuicdo da estabilidade do mRNA deste gene e consequentemente reduzindo sua
expressdo (CHIU et al., 2017; NUNZIO et al., 2009). Ainda que o mecanismo ndo esteja bem
definido, presume-se que o SREBP possa se relacionar com os receptores ativados por
proliferadores de peroxissoma (PPARs), que regulam a expressdo de diversos genes
relacionados ao metabolismo de lipideos e de glicose. Uma superexpressao de PPARS reprime
a ativacdo do eixo LXR/RXR, fazendo com que ocorra um aumento da ligacdo do PPAR ao
RXR, diminuindo a quantidade dos heterodimeros LXR/RXR, acarretando na inibi¢cdo da
expressdo de SREBP-1c ativada pelo ligante LXR (YOSHIKAWA et al., 2003).

Os PPAR sao subdivididos em a, y e B, sendo os PPAR a e PPARY as duas principais
categorias destes receptores (LEFTEROVA et al., 2014). O PPARa estimula a oxidag¢do dos
acidos graxos em tecidos com alta taxa metabdlica, como o figado, com a¢do mais restrita a

captacdo de &cidos graxos, beta-oxidacao e cetogénese. A ativagdo do PPARa induz a
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expressdo de acylCoA oxidase e aumenta a oxidacao de &cidos graxos no figado (CORONA,;
DUCHEN, 2016). Em contrapartida, o PPARy atua como regulador chave na adipogénese e
armazenamento de lipidios nos adipdcitos, além de regular a expressao das enzimas acil-CoA
sintetase e lipase lipoprotéica (LPL), e da proteina transportadora de acidos graxos 1 (FATP-
1) e CD36, envolvidos na captacao de lipideos pelos adipocitos. O PPARY estd associado a
melhora na sensibilidade insulinica. Agonistas do PPARy sdo amplamente utilizados na
pratica clinica para o tratamento do diabetes tipo 2 (TAVARES; HIRATA; HIRATA, 2007).

Estudos prévios relataram que os ®-3 possibilitam o aumento da beta oxidagéo através
do estimulo ao PPARa no figado, e consequentemente induzem a proliferagdo deste
peroxissomo no figado. Foi determinado in vitro que AG ®-3 como 0 EPA e o DHA possuem
a capacidade de se ligar ao PPARa e atuarem como reguladores primarios dos eventos
transcricionais (LIU et al. 2014; NESCHEN et al. 2002).

Um estudo recente demonstrou importante papel do ®-3 na inibi¢cdo da SCD1, enzima
dessaturase limitante, localizada no reticulo endoplasmaético, que catalisa a biossintese de
acidos graxos monoinsaturados, a partir de palmitoil-CoA e estearoil-CoA. Os AG ®-3
induzem a autofagia mediada pela SCD1, revertendo assim, o acimulo de lipideos no tecido
hepéatico. A SCD1 desempenha um papel importante na regulacdo da composicao de &cidos
graxos de membrana e na sua manutencdo, fluidez e homeostase lipidica. Uma
superexpressdo de SCD1 esta relacionada a doengas como obesidade e resisténcia a insulina.
No entanto, perda completa na sua expressdo tem sido implicada na disfuncdo hepaética
(CHEN et al., 2015).

2.3.2 Suplementacio materna com ®-3

Dado as propriedades benéficas do w-3, e 0s efeitos da programacdo metabdlica em
periodos criticos do desenvolvimento, como a gestacdo e a lactacdo, estudos mais recentes
uniram as duas particularidades e inicaram a pesquisa sobre a suplementacdo materna com
6leo de peixe a fim de elucidar os possiveis efeitos na prole (ASSERH@J, et. al. 2008;
FOSTER, et al. 2017; MUHLHAUSLER, et al. 2016; RYTTER, et al. 2011; RYTTER, et al.
2013; SHOMONOV-WAGNER; RAZ; LEIKIN-FRENKEL, 2015). Entretanto, os resultados
permanecem inconclusivos, onde mais estudos se fazem necessarios a fim de obter resultados
concisos sobre o efeito deste composto bioativo nos eventos de programacgdo metabdlica e

obesidade.
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Em um ensaio clinico, onde foi avaliado o efeito da suplementacdo materna com o
6leo de peixe, durante os quatro primeiros meses de lactacdo observou-se o aumento da
pressdo arterial diastdlica e da ingestdo energética, especialmente nos filhos do sexo
masculino, entretanto quando avaliado o nivel de atividade fisica, este foi menor também nos
meninos e a composigdo corporal ndo diferiu quando avaliado em ambos 0s sexos aos sete
anos de idade. Desta forma, pode-se inferir que a ingestdo precoce de ®-3, através do leite
materno, pode ter efeitos adversos e que devem ser investigados em estudos futuros, uma vez
que o leite materno tem impacto direto sobre o crescimento e metabolismo do organismo em
desenvolvimento, 0 que exige uma maior atencdo ao que se oferta aos filhos nesta etapa
(ASSERH®J, et. al. 2008).

Assim como o periodo de lactacdo € uma janela para a programacdo metabdlica, o
ambiente intra-uterino também é ideal para tal modulacdo, desta forma a suplementacdo da
gestante com dleo de peixe também tém sido avaliada. Estudos avaliaram a suplementacdo
materna com 6leo de peixe em diferentes tempos gestacionais, durante o segundo e terceiro
trimestres, e a partir da segunda metade da gestacdo e ndo foi observado efeito do 6leo de
peixe sobre os pardmetros de composi¢do corporal dos filhos (RYTTER, et al. 2011;
RYTTER, etal. 2013; MUHLHAUSLER, et al. 2016).

2.4 Modelos animais para inducéo de obesidade

Em virtude do crescimento da incidéncia mundial da obesidade, esta se evidencia
como tema central de investigacGes cientificas em diversos paises. Desta forma, a utilizagéo
de modelos experimentais para estudo da obesidade se faz necessaria. Entretanto, os modelos
animais devem usados a fim de auxiliar a busca de novas medidas preventivas e/ou
terapéuticas para o tratamento desta patologia (HABBOUT et al., 2013).

Para este fim, é necessario que estes modelos compartilhem das diversas
caracteristicas da obesidade humana, assim como de suas comorbidades. Ndo ha um modelo
experimental perfeito, que sintetize todos os aspectos da obesidade humana, porém os
modelos de roedores permitem uma visdo de mecanismos especificos da doenca e suas
consequéncias, e estdo amplamente disponiveis no &mbito da pesquisa (LUTZ, 2018).

O modelo mais utilizado para a inducdo da obesidade e suas comorbidades tem sido
através da oferta de uma dieta hipercaldrica, como as dietas hiperlipidicas, hiperglicidicas ou

ambas, que mimetizam o consumo alimentar de grande parte da populacdo. Apesar de
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correlacionar o ganho de peso e o0 acumulo de tecido adiposo em humanos, tal modelo tem as
caracteristicas de reversdo da obesidade quando o consumo da dieta cessa. Outros modelos se
baseiam em manipulacdes genéticas, como 0s animais knockin e knockout, para o
desenvolvimento da obesidade. Atualmente tem sido utilizado também o modelo de indugéo
da obesidade através da criacdo de animais em pequenas ninhadas e este vem apresentando
resultados interessantes (LUTZ, 2018; ROSINI; SILVA; MORAES, 2012).

A hiperalimentacdo pos-natal através da reducdo de ninhadas € um modelo animal
estabelecido para o estudo das modificacbes ambientais, como a hipernutricdo precoce, que
ocorre durante este periodo critico do desenvolvimento, sendo consolidado para o estudo das
consequéncias a curto e longo prazo da obesidade infantil (CONCEICAO et al., 2013;
PORTELLA et al., 2015). O precoce ganho de peso pos-natal pode levar a intolerancia a
glicose e reducdo da sensibilidade a insulina, uma vez que esta fase do desenvolvimento é
vista como uma janela para a programacdo do metabolismo glicidico, sendo assim, um fator
de risco para o diabetes tipo 2 na fase adulta (DU et al., 2015).

Assim, como causa uma influéncia no metabolismo da glicose, 0 modelo de
hiperalimentacdo pds-natal foi associado a persistentes alteracdes do metabolismo, como
intolerancia a glicose, dislipidemias, hipertensdo arterial, obesidade e hiperfagia
(CONCEICAO et al., 2013).

No modelo indutor de obesidade por hiperalimentacdo neonatal, através da reducdo do
tamanho das ninhadas, geralmente realizado com roedores, as ninhadas sdo reduzidas logo
apos o nascimento dos filhotes, a fim de induzir maior ingestdo alimentar, proveniente da
maior oferta de leite, devido a reducdo da competicdo durante o periodo de amamentacao.
Como resultado, tem-se 0 aumento de peso moderado (cerca de 30% a mais que as ninhadas
controle) e este excesso de peso permanece em menor grau durante a vida adulta (roedores de
10% a 25% mais pesados que a ninhada controle) (BULFIN et al., 2011; HABBOUT et al,
2013; XIAO et al. 2007).

Através do exposto, pode-se concluir que modelo de hiperalimentagdo pos-natal é um
modelo efetivo na inducdo de obesidade na vida adulta. E sua grande vantagem em relacéo
aos demais modelos experimentais consiste na alteragdo alimentar ocorrer ainda na primeira
infancia. Isso viabiliza investigacOes sobre possiveis alteragdes da ingestdo e do estado
nutricional em seres humanos nesta mesma fase, sendo de extrema importancia visto o padrao

alimentar inadequado da populacéo.
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3 CONCLUSAO

De acordo com os resultados do presente estudo, 0 modelo de hiperalimentacéo pos-
natal foi efetivo na inducdo de ganho de peso, assim como alteracbes metabolicas,
inflamatorias e no estresse oxidativo. Os dados apresentados neste trabalho sdo a primeira
evidéncia de que a suplementacdo materna com 6leo de peixe apresenta importante efeito

atenuante das alteracGes metabdlicas decorrentes da hiperalimentacéo pos-natal.
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Abstract

Obesity is a global major public health problem. Dietary features during intrauterine life
and/or postnatal period may contribute to the development of obesity during adulthood. Fish
oil supplementation seems to act as coadjuvant treatment to attenuate metabolic disorders,
due to its -3 polyunsaturated fatty acids contents. Therefore, this paper aimed to investigate
fish oil supplementation modulation effects on postnatal overfeeding-related metabolic,
inflammatory and oxidative stress markers. Neonatal overfeeding was induced by reducing
litter size. The animals were shared into four experimental groups: Control (C) (n = 8);
Control + Fish Oil supplementation (CFO) (n = 11); Postnatal overfeeding (PO) (n = 8);
Postnatal overfeeding + Fish Oil supplementation (POFO) (n = 14). Fish oil was
administered to mothers (1g/kg per gavage technique) during the mating, pregnancy and
breastfeeding phases, once a day. The male offspring were monitorated to 120 days of age.
The OGTT was performed at 70 and 120 days of life of the animals. Weight gain and food
intake were monitored weekly. At the end of the experiment, blood, liver and adipose tissue
were collected. Metabolic markers were evaluated using commercial Kits. Serum adipokines
as well as cytokines in adipose tissue were measured by ELISA. Total hepatic lipids content
was extracted by Folch technique, and cholesterol and triglycerides was determined by
commercial kit. Stress oxidative markers (TBARS and hydroperoxide concentration) and
antioxidant enzymes (SOD and CAT) were measured by colorimetric method. Statistical
analyzes were performed on GraphPad Prism®. Our results showed that fish oil reduced
body weight at 21 days of age, improved glucose tolerance, reduced fasting glucose and total
cholesterol and LDL-c, and increased the HDL-c fraction in adulthood. Supplementation
with fish oil also prevented the increased in serum levels of leptin and resistin, decreased

serum chemerin, and reduced some markers of lipid peroxidation associated to increased
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catalase activity. As conclusion, maternal supplementation with fish oil has an attenuating
effect on metabolic, inflammatory and oxidative stress alterations in mice overfeed during

postnatal period.

Introduction

Obesity is defined as multifactorial disorder resulting from positive energy balance
and body fat accumulation. The projection for 2025 is that about 2.3 billion adults
worldwide will be overweight, and there will be more than 700 million obeses [1]. Among
the main factors that trigger obesity, genetic predisposition and the environment exert
greater influence on the etiopathogenesis of this disorder [2].

Proper nutrition is important since the intrauterine period, since in the first years of
life the individual is exposed to metabolic programming that is able to modulate risk of
obesity and other chronic diseases in the future. Metabolic programming can be described as
events that occur in the early stages of life and that generate physiological and metabolic
impacts in adult life [3].

In addition to the classic experimental models that seek to mimic the effects of
obesity in humans using diet as a potential inducer of obesity, the model of postnatal
overfeeding has been explored. It has been reported that postnatal overfeeding models may
be a predisposing factor for metabolic disorders in adult life [4] . The litter size model
consists in reducing the number of pups per female during the breastfeeding period, which
reduces competition and increases the availability of food for the offspring [5]. The high
prevalence of obesity worldwide and its intimate relationship with the etiopathogenesis of
other chronic diseases, promotes an incessant search for strategies to prevention and control

of this disease, in which the potential use of fish oil is highlighted.
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In turn, fish oil (FO) is composed of essential polyunsaturated omega-3 (w-3) fatty
acids, mainly by eicosapentaenoic (EPA) and docosaexaenoic (DHA) acids [6,7].
Supplementation with ®-3 has several beneficial effects on the metabolic and inflammatory
pathways, such as reduction of plasma lipid concentration, membrane fluidity, signal
transduction and gene expression, immune function and insulin signaling [6,8,9]. It is well
known that ®-3 like EPA and DHA have the ability to bind to PPARa and act as primary
regulators of transcriptional events [10], and may play a key role in metabolic programming
events through epigenetic modifications.

In this context, a thorough investigation of the mechanisms involved in metabolic
modulation by fish oil, as one of the strategies to attenuate obesity and related diseases, is of
great relevance. Thus, this paper aimed to investigate the effect of maternal supplementation
with fish oil on the modulation of metabolic and inflammatory markers in mice overfeed

during postnatal period.

Matherial and methods
Animals
C57BI6 mice were obtained from Universidade Federal de Lavras central animal
facility (UFLA, Lavras, Brazil) and maintained in our conventional experimental animal
facility throughout the experiments. All animal procedures were approved by the local
ethical committee for animal research (CEUA/002/2018). Experiments were conducted at

the Laboratory of Experimental Nutrition of the Department of Nutrition of the UFLA.
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Experimental design
Forty C57BI6 mice were used as parents, aged 45-55 days and mean weight of 20g,
of which ten males and thirty females, and thirty three male mice used in the analysis. The
animals were kept in a room with controlled temperature (22 + 2 °C) and dark—light cycles
(12/12 hours), with free access to water and standard chow (Presence®). The figure 1 shows

the experimental design.

C57Bl6
30 female
10 male
15 female (5 cages): 15 female (5 cages):
H,0 - 1gkg by gavage FO-1gkgby gavage
Adaptation Mating
period (10 days)
(15 days)
1 male for each 1 male for each
cage with 3 cage with 3
females females

Females divided
into 10 cages
(n=3/cage)

Same 3 females Pregnancy Same 3 females
together until (21 days) together until
birth birth
After 2 days of birth:
litter readjustment 3.4
3-4 pups 8-10 pups pups
(PO group) (C group) (POFO group)

‘ After 70 days and a 12h fast

OGTT1

After120 days and a 12h fast

OGTT2

Blood, liver and
adipose tissue

Euthanasia

Figure 1 - Experimental design.

FO: Fish ol

C: Control

PO: Postnatal overfeeding

POFO: Postnatal overfeeding + fish oil supplementation
OGTT: Oral glucose tolerance test
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Female mice remained in a group of three animals per cage for adaptation period,
during fifteen days. After this period, one male was placed for every three females for
mating, during a period of ten days. After the mating period, the male was removed and the
females remained together until the birth of the animals. To induce overfeeding during
lactation, 2 days after birth the litter size was adjusted to 3-4 male rats per litter, forming the
groups Postnatal Overfeeding (PO) and Postnatal Overfeeding + Fish Oil supplementation
(POFO), as described by Habbout et al. [5]. Litter containing 8-10 pups per mother was
used as Control (C). After postnatal day 21 that correspond to weaning period, both groups
had free access to water and standard diet.

Experimental groups (fish oil and control) were subdivided previously. The mothers
received oral gavage with fish oil (FO) or water, at a dose of 1 g/kg body weight (0,15¢
EPA/0,36g DHA), from the mating to the weaning of the pups (21st day after birth). The
fish oil used was obtained from a preparation of marine lipids, rich in ®-3 fatty acids, kindly
donated by the Herbarium Foundation® (Curitiba, PR, Brazil), which contains 0.828
g/capsule, in the proportion of 0.120 g of EPA and 0.300 g DHA. Body weight and food
intake were monitored weekly.

After completing 120 days animals were submitted to 12 hours of fasting.
Afterwards, animals were anesthetized using a mixture of ketamine (150 mg/kg) and
xylazine (10 mg/kg), via intraperitoneal. Liver, epididymal adipose tissue and blood were
collected. All tissues were weighed immediately after euthanasia. Blood was centrifuged for
serum separation at 1500rpm for 10 minutes in a CentriBio® centrifuge. Serum and tissues

were stored at -20 °C until the beginning of the analyzes.
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Oral glucose tolerance test

The oral glucose tolerance tests (OGTT) was performed in mice at 70 and 120 days
of life. Mice were fasted overnight for 12 h with free access to water. Animals had their
blood drawn from tail veins 0, 30, 60, 90 and 120 min after oral glucose administration by
oral gavage (2 mg/g body weight). Glucose levels were determined by Accu-Chek

glucometer (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA).

Determination of metabolic markers

Fasting blood glucose, triacylglycerol, total cholesterol and HDL-cholesterol levels
were assayed using colorimetric kits (Labtest, Brazil), according to the manufacturer’s
instructions. LDL-c fraction was calculated according to the Friedewald (formula: LDL-c =
[(triglycerides / 5) + HDL-c] - total cholesterol) [11]. Serum levels of adiponectin, leptin,
chemerin and resistin were determined by Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

(R&D systems, Europe Ltd., Abington, UK), according to the manufacturer’s instructions.

Enzyme-linked immunosorbent assay in adipose tissue

Tumor necrosis factor-o (TNF-a) and interleukin 10 (IL-10) levels were measured
from epididymal adipose tissue. These analyses were performed using DuoSet ELISA
development kits (R&D System, Inc., Minneapolis, MN, USA) according to the

manufacturer’s instructions.



163

164

165

166

167

168

169

170

171

172

173

174

175

176

177

178

179

180

181

182

183

45

Determination of hepatic lipids

Total hepatic lipids were extracted by organic solvents according to Folch et al. [12].
Lipid extracts were dried overnight at 37°C, and total lipids quantified. Total cholesterol and
triacylglycerols concentrations were measured by commercial kits (Labtest, Brazil), in lipid

extracts diluted in 500 mL of isopropanol.

Oxidative stress in the liver

Liver samples of 100 mg were homogenized in phosphate buffer saline in mechanical
homogenizer. After centrifugation, homogenates were stored at —20°C until analysis. Lipid
peroxidation was determined by the detection of thiobarbituric acid reactive substances
(TBARS) technique [13]. TBARS levels are represented as nmolMDA/mg protein.
Hydroperoxide concentrations were determined according to Banerjee et al. [14]. Total
protein content was determined by the Bradford method [15]. Superoxide dismutase (SOD)
activity was assayed by measuring the inhibition of auto-oxidation as absorbance at 550 nm
[16]. Catalase (CAT) activity was measured by the rate of decrease in H,O, at 240 nm

according to the method of Aebi [17].

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism 6.0 software program
(GraphPad softwares, La Jolla, CA, USA). To evaluate the normal distribution of variables,
the Shapiro-Wilk test was performed. Comparison between two groups was performed using

Student’s t test and oneway analysis of variance and Bonferroni post test were used for
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184 multiple comparisons. Results are expressed as means with their standard errors with a

185 significance level of 5% (p<0.05).

186
187 Results
188 Body weight gain, food intake, and organ weights of the animals is shown in Table 1.

189 At the age of 21 days body weight of postnatal overfeeding group (PO) was greater than the
190 weight of control group (C) (p<0.001) and the postnatal group overfeeding with fish oil
191 (POFO) (p<0.05). At the age of 120 days body weight of PO group remained higher than
192 that of group C (p<0.01), and was not significantly different from the other groups (p>0.05).
193 None of the groups showed variations in the average of food intake over the same period of
194 time (p>0.05). Liver weight was increased in animals of PO group compared to the C group
195 (p<0.05). Epididymal adipose tissue weight of the PO group was higher than the C group
196 (p<0.0001), no differences were observed between PO and POFO group (p>0.05).

197 Table 1 — Body weight (g), feed intake (g) and organ weights of experimental groups.

C PO POFO POvs C POFOvs C POFO vs PO
Food intake mean (g) 22.6+0,8 23,3+0,8 24,8+0,5 ns ns ns
BW at 21 days () 8.2+0.2 10.2+0.4 9.0+0.2 p<0.001 ns ns
BW at 120 days (g)  24.7+0.2 26.1+0.3 25.4+0.6 p<0.01 ns ns
Liver Wg{,%';t (MO/9 418417 465+13 449413  p<0.05 ns 0<0.05
Epididymal fat (Mg/g 59,05 143407  13.0:04  p<0.0001  p<0.0001 ns

BW)

198 BW: Body weight; ns: no significant

199 Control (C, n = 8), Postnatal Overfeeding (PO, n = 8) and Postnatal Overfeeding + Fish Oil
200 supplementation (POFO, n = 14). Data presented as mean + standard error of mean.
201
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Blood serum analyzes revealed higher values of fasting glucose in the PO group in

203 relation to the C, and lower values in the POFO group in relation to the PO group (p<0.05).

204 No difference were observed in triglycerides levels between groups (p>0.05). In addition to

205 the lipidemic profile, FO supplementation improved total cholesterol and LDL fraction

206 (POFO vs PO group p<0.0001), which were increased in the overfeeding model (PO vs C

207 p<0.0001). The HDL-c fraction were increased in the POFO group when compared to the

208 PO group (p<0.05), and did not differ among other groups. In relation to total hepatic lipid

209 content, no difference was observed between groups (p>0.05), as well as cholesterol

210 (p>0.05). Hepatic triglyceride content was higher in the PO group than in the C group

211 (p<0.01) but did not differ between another groups (p>0.05) (Table 2).

212 Table 2 — Serum and hepatic metabolic markers of experimental groups.

C PO POFO PO vs C POFOvsC POFO vs PO
Blood Serum
Fasting glucose g 5.3 gosp2x 66403 p<0.05 ns p<0.05
(mmol/L)
Triglycerides 5,01 05+01  06+0.1 ns ns ns
(mmol/L)
Total cholesterol 4 .01 37s02 2302  p<0.0001 ns p<0.0001
(mmol/L)
LDL-c (mmol/L)  0.6+0.1 2.0+0.2 0.6+0.1 p<0.0001 ns p<0.0001
HLD-c (mmol/L)  1.3+0.1 1.1+0.1 1.6+0.1 ns ns p<0.05
Hepatic lipids
Total lipids (mg
of lipids/g of 3.4+£0.2 3.2£0.2 4.1+0.4 ns ns ns
liver)
Cholesterol 5 0+0.3 55+0.3 44405 ns ns ns
(mmol/L)
Triglycerides 58103 46:01  33:05  p<0.01 ns ns

(mmol/L)

213 ns: no significant

214 Control (C, n = 8), Postnatal Overfeeding (PO, n = 8) and Postnatal Overfeeding + Fish Oil
215 supplementation (POFO, n = 14). Data presented as mean + standard error of mean.
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To further investigate glucose tolerance, we performed oral glucose tolerance test
(OGTT) at 70 and 120 days of age. Maternal supplementation with FO did not improve
glucose intolerance generated by the overfeeding model at 70 days of age, (POFO vs C p
<0.0001) (Fig. 2.A). However, at 120 days of age, the FO was able to prevent glucose

intolerance in POFO animals (POFO vs C p>0.05) (Fig. 2.B).

A
15 1500-
S
=]
U . 1000
g S
2 =
S s 500
=
&)
04 0-
0 30 60 90 120
Time (min)
B
15- 3000+
g - C
2 101 -+ PO 2000-
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S s 10004
E]
&)
0 T T T 1 0'
0 30 60 90 120 C O O
Time (min) L

Figure 2 - Glycemic curve (mmol/L) vs. time (min) from the oral glucose tolerance test
(OGTT) and AUC obtained with the TTOG performed at 70 (A) and 120 (B) days of
life of the animals. Control (C, n = 8), Postnatal Overfeeding (PO, n = 8) and Postnatal
Overfeeding + Fish Oil supplementation (POFO, n = 14). Data presented as mean = standard
error of mean. *versus control group;“versus PO group.

Higher levels of serum leptin and resistin was observed in the PO group in relation to
the C (p<0.05 both), and lower values in the POFO group in relation to the PO group

(p<0.05 both) (Fig. 3A and B). Chemerin level was lower in the POFO when compared to
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231 the PO group (p<0.05) (Fig. 3C). No difference was observed in serum adiponectin between

232 groups (p>0.05) (Fig. 3D).
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234 Figure 3 - Leptin (A), resistin (B), chemerin (C) and adiponectin (D) evaluated in the
235 serum of the animals. Control (C, n = 8), Postnatal Overfeeding (PO, n = 8) and Postnatal
236 Overfeeding + Fish Oil supplementation (POFO, n = 14). Data presented as mean * standard
237 error of mean.*versus control group; *versus PO group.

238

239 When we looked at the inflammatory response profile in epididymal adipose tissue,
240 higher levels of TNF-a levels was seen in group PO compared to group C (p<0.05) (Fig.

241 4A). The anti-inflammatory cytokine IL-10 did not differ between the groups (p>0.05) (Fig.
242 4B).
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Figure 4 - TNF-a (A) and IL-10 (B) evaluated in epipidymal adipose tissue of the
animals. Control (C, n = 8), Postnatal Overfeeding (PO, n = 8) and Postnatal Overfeeding +
Fish Oil supplementation (POFO, n = 14). Data presented as mean * standard error of mean.
*versus control group

Analyzing oxidative stress markers in the liver, was observed that postnatal
overfeeding increased the content of MDA (Fig. 5A) and hydroperoxides (Fig. 5B)
(p<0.0001 and p<0.01 respectively) and fish oil reduced such parameter (p<0.001 both). No
significant difference was observed in SOD activity between the experimental groups
(p>0.05) (Fig. 6A). However, CAT activity was decreased in the liver of PO animals in
relation to group C (p<0.01) and FO was able to increased CAT activity (POFO vs PO

p<0.05) (Fig.6B).
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Figure 5 — Oxidative stress in liver. Determination of TBARS according to the
concentration MDA (A), hydroperoxides according to the concentration of
hydroperoxides (B) and activity of antioxidant enzymes SOD (C) and CAT (D) in the
liver, normalized by protein concentration in the liver of the animals. Control (C, n = 8),
Control + Fish Oil supplementation (CFO, n = 11), Postnatal Overfeeding (PO, n = 8) and
Postnatal Overfeeding + Fish Oil supplementation (POFO, n = 14). Data presented as mean
+ standard error of mean. *versus control group; *versus PO group.

Discussion

We observed that postnatal overfeeding, induced by small litter size, causes an
increase in body weight from the lactation phase to the adult life of the animals, consistent
with previous studies [18-23]. As expected the higher body weight in the PO group was
associated with higher weight of epididymal adipose tissue and elevated levels of leptin
resistin and TNF-a in epididymal adipose tissue, being indicative of chronic inflammation

[20,24-26]. As well as increased in total cholesterol and LDL-c [27], fasting glucose, unlike
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previous reports [22,28], and a heaviest liver and more triglycerides content when compared
to control animals [29].

High adipokine levels increase intracellular oxidative stress, as evidenced by the
determination of TBARS and hydroperoxides, where there was an increase in lipid
peroxidation and ROS formation in the PO group, associated with lower CAT activity,
confirming previous reports [5,26]. These inflammatory and oxidative stress changes
contribute to increased glucose tolerance. The AUC analysis showed lower glucose
tolerance in overfeed animals at both 70 and 120 days of life, indicating that postnatal
overfeeding induces a certain degree of glucose intolerance and suggests a decline in insulin
sensitivity, consistent with the findings of Bei et al. [18].

Maternal FO supplementation shows a possible effect to prevent excessive weight
gain in early life, as well as to restore serum levels of leptin, but with no change in dietary
intake. Kasbi-Chadli et al. [30] observed similar results on body weight evaluating the
effect of -3 through gestational and lactation supplementation. FO supplementation was
effective in reducing serum concentrations of leptin, reisistin and chemerin. Increased body
weight and insulin resistance may lead to desensitization of the leptin signal, leading to what
is known as leptin resistance. The anti-inflammatory properties of -3 supplementation can
improve leptin sensitivity and a corresponding decrease in their production [6]. The potential
of ®-3 to reduce expression, and possible destabilize transcription of the resistin gene has
been shown in vitro [31]. Little is known about dietary supplementation with -3 and its
effects on resistin, few clinical trials have observed no effect of ®-3 on the modulation of
this adipokine [32,33].

Chemerin is a chemoattractant protein, which is associated with obesity,
inflammation and atherosclerosis [34]. The action of chemerin on glucose and lipid

metabolism occurs in liver and adipose tissue, modulating secretion and insulin sensitivity,
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promoting the regulation of glucose uptake, and stimulating lipolysis in adipocytes [35,36].
It has been previously described [31] an endogenous agonist-driven molecular mechanism
that underlie some of the beneficial effects of w-3 EPA observed in many pathologies. This
EPA-derived lipid mediator binds to one of the tree chemerin receptors (ChemR23) which
mediates its potent protective and anti-inflammatory actions. Another author [37] pointed
out the importance of researching for other substances that might affect the
chemerin/chemR23 axis and could be used in the future for the treatments of many diseases,
with this ®-3 arise as a possibility.

The lower serum of pro-inflammatory adipokine levels is associated with the effect
of FO supplementation in improving glucose tolerance in adult mice (120 days), once the
values of the POFO group became close to control group. Contrasting with our results,
Albert et al. [38], evaluating Sprague-Dawley rats supplemented with a daily dose of 82 mg
DHA and 30 mg EPA, from the first day of pregnancy until the of the offspring, found no
difference in glucose tolerance in offspring at 100 days of age. However, the dose of DHA
was lower and the animal strain was different of the present study, which may justify the
discrepancy of results. Previous study [30] report the action of m-3 on the activation of the
insulin signaling pathway. Protein kinase C and GLUT4 may be affected by maternal
environment and during childhood, and may be involved in uptake of glucose in adult
offspring.

We observed that fish oil supplementation prevented the increased in serum levels of
total cholesterol, LDL-c and fasting glucose, evidencing an improvement in the lipidemic
and glycemic profiles. Previous studies also showed that offspring of animals supplemented
with -3 and fed with cafeteria diet [30,39] decreased fasting glucose. Improvement in the
lipid profile in POFO group was associated with the increase of HDL-c, a factor that can be

partly attributed to fish oil supplementation, since direct supplementation with -3 has the
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capacity to increase the amount of larger particles (HDL), and lower the smaller ones (LDL).
It has been shown that ®-3 can increase cholesterol excretion in the form of bile acids and/or
increase LDL liver receptors, thereby reducing plasma and tissue concentrations [40].
However, Kasbi-Chadli et al. [30] did not observe significant differences in plasma VLDL,
LDL or HDL, differing from the results found in the present study. However, we did not
find effect of FO supplementation in hepatic lipids, although study of Sanchez-Blanco et al.
[41] using maternal supplementation with fish oil observed reduced lipid concentration in
the liver, as well as the hepatic triglycerides in 14 month, offspring of Sprague Dawley rats
fed a cafeteria diet.

Another protective effect of maternal supplementation with fish oil was observed in
liver damage caused by oxidative stress. Lower concentrations of MDA and hydroperoxides
were observed in POFO group in relation to the PO group, as well as the increase in CAT
activity, being similar to the animals in group C, suggesting that maternal nutritional
supplementation was able to reduce the damages of the postnatal overfeeding. Kasbi-Chadli
et al. [30], diverging from the present study, did not observe the effect of fish oil on MDA
concentration and glutathione peroxidase activity and plasma SOD in animals from
supplemented mothers fed with cafeteria diet. However, in a different model, where the
effect of fish oil on tumor-bearing rats was evaluated, Miyaguti, Oliveira & Gomes-
Marcondes [42] observed that maternal supplementation was able to reduce the hepatic
damage of oxidative stress caused by tumor.

The mechanism by which ®-3 indirect supplementation leads to an improvement in
metabolic and oxidative stress and inflammatory markers can be related to
metabolic/epigenetic programming effects during early life. Further studies are required to
address the effects of maternal supplementation with FO on gene expression and epigenetic

mechanisms.
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Conclusion

According to our results, the postnatal overfeeding model was effective in inducing
weight gain as well as metabolic, inflammatory and oxidative stress alterations. Our data
promote the first evidence that maternal supplementation with fish oil exerts an attenuating

effect of postnatal overfeeding-related metabolic disorders.
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