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Destaques
(1) Ratas gestantes com dieta ocidental intensificam a resposta inflamatdria aguda na prole.
(2) O consumo materno da dieta ocidental altera a eficacia farmacoldgica da nimesulida na prole.
(3) A peroxidagéo lipidica é aumenta na prole de ratos expostos a uma dieta ocidental durante a gestacao.

RESUMO

O tipo de dieta consumida durante a gestagado e inicio da vida aumenta a possibilidade do desenvolvimen-
to de sindrome metabdlica que pode resultar em alteragdo da eficicia de alguns farmacos. Objetivou-se
avaliar a resposta inflamatéria nos descendentes de ratas Wistar, alimentadas com dieta ocidental (DO),
e o efeito anti-inflamatdrio da nimesulida. Utilizou-se 20 ratas Wistar e sua prole de ratos machos. As
matrizes foram divididas no 12 dia de gestagdo em dois grupos: 1) DPgl: recebeu dieta padrdo (DP); e 2)
DOgl: recebeu DO, ambos da gestacdo até o final da lactacdo. No 219 dia de lactacdo os descendentes
machos foram distribuidos em seis grupos (n=5 animais/grupo) e direcionados a diferentes protocolos
experimentais para se avaliar no 602 dia de vida a influéncia do tipo de dieta na resposta inflamataria (por
meio do edema de pata induzido por carraginina) e agdo anti-inflamatdria da nimesulida (5 mg/kg, i.p),
pela quantificagdo dos niveis de IL-6, TNF-a e mieloperoxidase (MPO) no tecido plantar dos ratos. O volu-
me do edema foi maior nos descendentes de matrizes DOgl, independente de terem recebido DP ou DO
no pdés-desmame; naqueles que receberam DO, a atividade da nimesulida foi reduzida e os niveis de IL-6,
TNF-a e MPO foram elevados. Nos descendentes de matrizes DPgl, que receberam no pds-desmame DP,
a atividade anti-inflamatdria da nimesulida, verificada no volume da pata, foi mantida nos trés tempos de
avaliagdo. Dessa forma, a resposta inflamatdria foi mais importante nos animais descendentes de DOgl
que receberam DO, e estes apresentaram reducdo do efeito anti-inflamatdrio da nimesulida.

Palavras-chave: dieta ocidental; inflamagao aguda; nimesulida.
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Contexto
Saude

A obesidade é uma doenga metabdlica cronica, caracterizada pelo acimulo excessivo de
gordura corporal® e considerada fator de risco para o desenvolvimento de outras morbidades, como
diabetes, dislipidemias e cardiopatias?. Atualmente a obesidade é denominada doenca crbnica ndo
transmissivel, e, segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) em 20213, mais de 1,9
milhdo adultos estavam acima do peso, e, dentre esses, 600 milhdes encontravam-se obesos. Os
habitos da sociedade atual, como o alto consumo de junk food, a expansao das redes de fast food,
aliada a redugédo da atividade fisica, tém sido associados a predominancia da obesidade no Ocidente®.
Tais condutas estdo ligadas a disponibilidade e a alta palatabilidade dos alimentos consumidos, em
paralelo a ingestdo de alimentos processados e/ou ultraprocessados, que colaboram com o aumento
dos indices de obesidade no mundo Ocidental®.

A associagdo entre obesidade e inflamagéao estd relacionada ao alto nivel de citocinas e proteinas
de fase aguda. Os adipdcitos sintetizam uma variedade de citocinas e outras proteinas de fase aguda
da inflamagdo que, em ultima instancia, aumentam a sintese e a circulagdo desses mediadores
quimicos®’. O excesso de gordura induz ao aumento na produc¢do de adipocinas, resultando em
impactos na fisiologia corpdrea, como alteracdes na pressdo arterial, no balanco energético, no
sistema imunoldgico, na sensibilidade insulinica e na angiogénese®. Entre as adipocinas sintetizadas
pelo tecido adiposo, destacam-se a adiponectina, a leptina, a interleucina 1 (IL-1), a interleucina 6
(IL-6), o Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), o ligante 2 de quimiocina com motivo C-C (CCL2) e os
inibidores de serina proteases®™.

Para atenuar o desequilibrio entre mediadores proé-inflamatdrios sao utilizados, na terapéutica,
os anti-inflamatdrios, a exemplo da nimesulida, que é um medicamento da classe dos anti-inflama-
tdrio ndo esteroides (AINE) e apresenta propriedades analgésicas e antipiréticas.

Estudos demonstraram o potencial terapéutico da nimesulida sobre doen¢a hepdtica gordurosa
ndo alcodlica (DHGNA) e resisténcia insulinica em modelos de camundongos submetidos a dieta
hiperlipidica®!. Além disso, outros trabalhos verificaram o efeito benéfico da nimesulida na inibi¢do do
crescimento de varios tumores (cérvix, pancreas, mama, pulmao) e na potencializa¢do das atividades
de enzimas antioxidantes especificas, como a glutationa peroxidase (GSH-Px), superdxido dismutase
(SOD) bem como antioxidantes totais (ANTOX)>14,

Neste contexto, nossa hipdtese é que o consumo da dieta ocidental durante o periodo de
desenvolvimento fetal até o desmame pode provocar exacerbagdo da resposta inflamatdria aguda
induzida por agente edematogénico e diminuicdo da eficiacia farmacolégica da nimesulida. Dessa
forma, buscamos avaliar a fase aguda da resposta inflamatdria, bem como a atividade anti-inflama-
téria da nimesulida na prole adulta de ratos Wistar proveniente de matrizes alimentadas com a dieta
ocidental durante a gestac¢do e lactacdo e/ou pds-desmame. Para isso utilizou-se o modelo de edema
de pata induzida por carragenina e a quantificagdo das citocinas (IL.-6 e TNF-a) e da mieloperoxidase
(MPO).

MATERIAL E METODOS

Local de estudo

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Produtos Bioativos (LFPB) no Departamento de
Fisiologia e Farmacologia e no Laboratdrio de Nutricdo Experimental e Dietética do Departamento de
Nutricdo localizado na Universidade Federal de Pernambuco — UFPE —, Campus Recife.
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Modelo Animal

Foram utilizadas 20 ratas albinas primiparas da linhagem Wistar e sua prole composta por
30 ratos machos. Os animais foram obtidos da col6nia de criacdo do Departamento de Nutricdo da
Universidade Federal de Pernambuco. O acasalamento ocorreu na propor¢ao de um macho (n=10)
para duas fémeas (n=20). Todos foram mantidos em biotério de experimentacdo e alojados em gaiolas
de polipropileno com dimens&es de 46x31x21 cm (CxLxA) em um ambiente com temperatura de 22 +
1° C, ciclo claro-escuro invertido de 12/12 h e 4gua filtrada e dietas ad libitum.

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal do
Centro de Biociéncias da Universidade Federal de Pernambuco (Protocolo n° 23076.003.845/2015-63).

Dieta

A dieta ocidental (DO), caracterizada por possuir maior quantidade de lipidios saturados que
a dieta padrdo (DP), foi produzida a partir de uma diversidade de alimentos naturais e purificados,
triturados e homogeneizados até obtencdo de pellets. A composicdo da DO encontra descrita por
Ferro-Cavalcante et al.*>. A composi¢do dos macronutrientes das dietas utilizadas em razdo de seu
valor energético total encontra-se descrita na Tabela 1 a seguir.

Tabela 1 — Macronutrientes segundo o Valor Energético Total (VET) da dieta padrdo (Presence’)

ou ocidental
. Proteina Carboidrato Lipidio
Dieta (%keal VET) | (%keal VET) | (%kealvery | VET (keal/e)
Ocidental* 20 49 31 4,2
Presence ** 26 63 11 3,6

* Os calculos da composigdo centesimal de macronutrientes foram baseados nas informagdes nutricionais enviadas pela empresa fornecedora
dos produtos e na Tabela Brasileira de Composicdo de Alimentos (Taco). VET= valor energético total.

** Determinado pelo Instituto Adolfo Lutz, 1985 .

Manipulagdo nutricional

A partir do 1° dia de gestagdo (confirmada pela presenca de espermatozoides no esfregaco
vaginal), as matrizes foram divididas aleatoriamente em dois grupos: 1) DPgl, que receberam a DP de
biotério (Presence®) durante a gestacdo e lactacdo; e 2) DOgI, que receberam DO durante a gestacdo e
lactagao.

No 219 dia de lactac¢do, que correspondeu ao dia do desmame, apenas os descendentes machos
permaneceram no experimento e foram alocados em seis grupos (n=5 animais/grupo), divididos da
seguinte maneira:

i. DPgl-DP — matrizes que receberam a DP durante a gestacdo e lacta¢do, sendo a prole, de

machos, mantida com DP do pds-desmame até o 602 dia de vida;

ii. DOgl-DO — matrizes que receberam DO durante a gestacao e lactacdao, sendo a prole, de

machos, mantida com DO do pds-desmame até o 602 dia de vida;

iii. DPgl-DO — matrizes que receberam DP durante a gestacdo e lacta¢do, sendo a prole, de

machos, alimentada com DO do pés-desmame até o 602 dia de vida;

iv. DOgl-DP — matrizes que receberam DO durante a gestacao e lactagdo, sendo a prole, de

machos, alimentada com DP do pds-desmame até o 602 dia de vida.

v. DPgl-DPn — matrizes que receberam DP durante a gestacdo e lactacdo, sendo a prole, de

machos, alimentada com DP do pds-desmame até o 602 dia de vida, e para avaliar a eficacia
da nimesulida receberam 5 mg/kg, i.p. Unica aplicac¢do;
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vi. DOgl-DOn — matrizes que receberam DO durante a gestacdo e lactagdo, sendo a prole, de
machos, alimentada com DO do pds-desmame até o 602 dia de vida, e para avaliar a eficacia
da nimesulida receberam 5 mg/kg, i.p. Unica aplicacdo.

Evolucdo ponderal das matrizes alimentadas com DP ou DO e de suas respectivas proles

A afericado do peso corporal foi realizada semanalmente nas matrizes durante a gestacao e
lactacdo e em suas respectivas proles, de machos, ao nascimento e do 212 dia até 602 dia de vida.

Determinacgao do consumo alimentar

O consumo alimentar das matrizes durante a gestacdo e lactacdo e de suas proles no periodo
pos-desmame até os 60 dias de vida foi avaliado a cada dois dias e calculado por meio da subtracdo do
peso inicial da alimentagao ofertada pela sobra da gaiola no periodo de 48 horas.

Determinacao do perfil bioquimico e hematoldgico

Aos 60 dias de vida os animais foram colocados em jejum por 10 horas e submetidos a inducdo
do edema de pata. Apds o término da realizacdo dos experimentos os animais foram anestesiados
com tiopental (30 mg/kg) para obtencdo de amostras de sangue (5mL) durante a decapitagdo por
guilhotina para determinacdo de variaveis bioquimicas (Aloumina sérica e Proteina C Reativa (PCR))
e hematoldgicas (contagem total e diferencial dos leucdcitos). A amostra foi centrifugada para
obtencdo do soro e armazenada em freezer -202 C para posterior andlise das proteinas de fase
aguda. A determinacdo da albumina foi realizada no Laboratdrio Central do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Pernambuco, e para Proteina C Reativa foi utilizado kit comercial especifico
para ratos (Boster Biological Tecnology Co., Ltd., Fremont, Califérnia, EUA).

Para a determinacdo do numero total de leucdcitos e contagem diferencial, foi utilizado o
método automatizado, realizado no Laboratério Central do Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Pernambuco.

Influéncia da DO na intensidade da resposta inflamatodria aguda e na atividade
anti-inflamatodria da nimesulida em ratos Wistar

Para o estudo da resposta inflamatéria aguda e do efeito anti-inflamatdrio da nimesulida, foi
utilizado o modelo de edema induzido por carragenina?’. Para isso, foram estruturados seis grupos
(n=5 animais/grupo). Todos os animais estavam com 60 dias de vida e foram colocados em jejum por
10 horas antes de serem submetidos a indu¢do do edema de pata. Os grupos foram compostos da
seguinte forma: 1) controle — DPgl-DP, DOgl-DO, DPgl-DO e DOgl-DP); e Il) tratados com nimesulida,
(DPgl-DPn, DOgI-DOnN) e foram submetidos aos seguintes experimentos:

Experimento A: os animais dos grupos DPgl-DP, DOgl-DO, DPgl-DO e DOgl-DP foram tratados
com agua destilada (5 mg/kg, i.p) 45 minutos antes de receber a injecdo subplantar de carragenina
(0,1 mL—1% v/v em salina) na pata traseira esquerda.

Experimento B: os grupos DPgl-DPn e DOgl-DOn foram previamente tratados com nimesulida
(5 mg/kg, i.p) 45 minutos antes da injecdo subplantar do agente edematogénico (carragenina) nas
mesmas condi¢des descritas no experimento A.

O volume da pata injetada foi medido em pletismometro digital (Panlab — Harvard Apparatus,
Modelo LE 7500) antes (0 min) e 30, 60, 120, 180 e 240 minutos apds a inje¢do da carragenina. A
variacdo do volume das patas foi expressa em mililitros pela diferenga registrada no volume das
patas antes (0 min.) e apds a injecdo do agente edematogénico ao final de cada intervalo de tempo.
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A intensidade da resposta inflamatdria (volume do edema) exibida pelos grupos DOgl-DO, DOgl-DP e
DPgl-DO foi comparada com o grupo DPgl-DP.

Percentagem de inibigdo = 1 — Vt/Vc x 100, onde Vt corresponde a média das diferencas
resultantes das medidas das patas nos grupos tratados com nimesulida (DPgl-DPn e DOgl-DOn) e Vc
corresponde a média das diferencas resultantes das medidas das patas nos grupos controle (DPgl-DP
e DOgl-DO).

Ao final dos experimentos foram coletadas amostras de sangue para avaliacdo das varidveis
bioquimicas e hematoldgicas e toda regido subplantar da pata esquerda dos animais para a
guantificagcdo das citocinas (IL-6 e TNF-a) e da MPO.

Dosagem de IL-6 e TNF-a em homogenato da regiao subplantar

Com quatro horas de injegdo do agente edematogénico (carragenina) os animais foram
submetidos a eutandsia para retirada de tecido da regido plantar das patas, e estes foram
homogeneizados em 500 pL de solu¢do tampdo. Para determinac¢do dos niveis de TNF-a e IL-6 foi
empregado o método Elisa, utilizando-se kits comerciais especificos (Boster Biological Tecnology Co.,
Ltd., Fremont, Califérnia, EUA). As amostras foram testadas em triplicata e os resultados gerados
mediante a comparac¢do da absorbancia com as curvas padrées.

Atividade da Mieloperoxidase

A mieloperoxidase (MPQO) é uma enzima presente nos granulos azurdfilos dos neutrdfilos
e tem sido utilizada como marcador para quantificacdo de migracdo de neutréfilos em processos
inflamatoérios em diversos tecidos. Para avaliar a infiltracdo celular para o sitio inflamatdrio por
intermédio da quantificagdo da mieloperoxidase (MPO), foram utilizadas amostras da regido subplantar
da pata edemaciada dos animais, coletadas e armazenadas em 500 plL de tampdo CTAB (brometo
de cetiltrimetilaménio pH 6,0, 1 g/ml) a 0,5% em um freezer de -80°C. Para analise, as amostras
foram homogeneizadas em um Politron (Teclab®) com tamp&o CTAB. Em seguida, o homogenato foi
centrifugado a 14.000 rpm por 10 minuto a 42C e o sobrenadante coletado.

A atividade da mieloperoxidase por mL de tecido foi mensurada por meio da técnica descrita
por Bradley; Christensen; Rothstein®®. Foram distribuidos 7 uL de sobrenadante em placa de 96 pocgos.
A seguir, foi adicionado 200 uL de solucdo de o-dianisidina por poco (16,7 mg de o-dianisidina; 90
mL de agua MilliQ; 10 mL de tampéo fosfato de potassio). Foi utilizado como substrato para MPO
o peréxido de hidrogénio a 1%. A unidade da atividade de MPO foi definida como aquela capaz de
converter 1pmol de perdxido de hidrogénio em dgua em 1 minuto a 222 C. A medida que o peréxido
de hidrogénio é degradado, ocorre a producdo de anion superdxido que converte a o-dianisidina em
um composto de cor marrom. Os resultados foram expressos como atividade de MPO/mL.

Analise estatistica

Os resultados obtidos foram expressos em média £ desvio padrdo e a normalidade dos dados
foi verificada a partir do teste de Kolmogorov Smirnoff. Para avaliagdo do peso corporal, volume
do edema, intensidade da resposta inflamatdria aguda e percentagem de inibicio de edema pela
nimesulida, foram utilizados o teste Anova two-way, seguido de teste de Bonferroni. Foi empregado
o teste T-Student para avaliagdo do peso das mdes durante a gestacao e lactagdo. Para comparagdo
entre os grupos e analise dos parametros hematoldgicos e bioquimicos, quantificacdo de citocinas
e da atividade da mieloperoxidase, foram usados o teste Anova one-way seguido do teste de Tukey.
A analise estatistica foi realizada no software Graphpad Prism Software Prisma® 8.0. Foi considerado
para fins estatisticos o nivel de significancia P < 0,05 (5%).
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RESULTADOS

Evolugcao ponderal das matrizes alimentadas com DP ou DO e de suas respectivas proles

Durante a gestac¢do e lactagdo ndao houve diferengas entre o peso das maes, grupos DPgl ou
DOgl ou no peso das proles ao nascimento ou ao desmame (tabela 2). Aos 60 dias de vida, contudo, os
grupos DOgl-DO, DOgI-DP e DPgl-DO apresentaram diferencas estatisticamente significantes (P<0,05)
guando comparados ao grupo alimentado com DP (DPgl-DP).

Tabela 2 — Peso corporal (grama) das matrizes alimentadas com dieta padrao (DP) ou dieta ocidental
(DO) durante a gestacdo e lactacdo e de suas respectivas proles

MATRIZES DP DO

Final da Gestacdo 297,60 + 18,36 305,6 + 29,74

Final da Lactacao 288,60 + 46,81 281,8+20,9

PROLES DPgl-DP DPgl-DO DOgl-DO DOgl-DP

Ao nascer 6,50+0,70 7,30+0,60 6,80+ 0,50 7,10+0,30
Ao desmame (22 dias) 53,40 £ 8,99 57,80 + 2,48 51,90 + 4,04 49,10 + 4,77
Aos 60 dias 229,70 £ 16,34 276,00 + 26,44* 291,80 £ 24,29* 275,30+ 12,61*

Valores expressos em média + DP. Significancia obtida a partir da Anova two way seguido do teste de Bonferroni (*P<0,05) quando compa-
rado DP versus DO ou DPgl-DP versus DOgl-DO, DOgl-DP ou DPgl-DO ou (n=5 animais/grupo).

A evolugdo ponderal (g) semanal dos grupos alimentados com DP ou DO durante a gestacdo,
lactacdo e/ou pds-desmame encontra-se representado na Figura 1. Os animais do grupo DOgl-DO
apresentaram ganho de 16% no peso corporal significativamente (P<0,05) maior nas 32, 62 e 72
semanas de consumo de dieta, quando comparados aos animais do grupo DPgl-DP (Figura 1).
Enquanto o grupo DOgl-DP apresentou ganho de peso maior que o DPgl-DP a partir da 42 semana até
a 72 semana (Figura 1). Quanto ao peso corporal do DPgl-DO, foi observado uma diferenga no ganho
de peso, sendo maior que DPgl-DP a partir da 52 semana até 72 semana (Figura 1).
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Figura 1 — Média do peso corporal (g) de ratos Wistar (n=5 animais/grupo) alimentados com dieta
padrdo (DP) ou dieta ocidental (DO) nos periodos de gestacdo, lactacdo e/ou pds-desmame.

Valores expressos em média + DP. Significdncia obtida a partir da Anova two way seguido de teste de Bonferroni (*P<0,05). O * refere-se a
diferenca verificada entre os grupos experimentais (DOgl-DO ou DPgl-DO ou DOgI-DP) comparado ao grupo controle (DPgl-DP).
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Consumo alimentar

O consumo alimentar (g) didrio dos grupos alimentados com DP ou DO durante a gestacao,
lactacdo e/ou pds-desmame encontra-se representado na Figura 2. Conforme pode ser observado, os
animais do grupo DOgl-DO apresentaram uma redu¢do do consumo alimentar na 32 e 42 semana de
oferta de dieta em relacdo ao grupo DPgl-DP. Os grupos que tiveram a dieta permutada nos periodos
da gestacdo, lactacdo e/ou no pdés-desmame (DPgl-DO e DOgl-DP) também foram comparados com o
grupo DPgl-DP. Verificou-se que o consumo alimentar do grupo DOgl-DP nao difere do grupo DPgl-DP.
Por sua vez, quando realizada a comparacdo entre o DPgl-DO com o DPgl-DP, foi observado que o
DPgl-DO reduziu o consumo na 42 semana pds-desmame.

w
T

N
T

Consumo médio de ragéo (g)

—— DPgl-DP
107 - DOgl-DO
—— DOgl-DP
—— DPgI-DO
0 T T T T T T T
12 2 3 42 5 6° 72
Semanas

Figura 2 — Média do consumo alimentar diério (g) de ratos Wistar (n=5 animais/grupo) alimentados
com dieta padrdo (DP) ou dieta ocidental (DO) nos periodos de gestacdo, lactacdo e/ou pds-
desmame.

Valores expressos em média + DP. Significancia obtida a partir da Anova two way seguida de teste de Bonferroni (*P<0,05). O * refere-se a
diferenca verificada entre os grupos experimentais (DOgl-DO ou DPgl-DO ou DOgI-DP) comparado ao grupo controle (DPgl-DP)

Parametros bioquimicos e hematoldgicos

A andlise dos parametros bioquimicos e hematoldgicos ndo revelou nenhuma diferenca
estatistica entre os grupos (DPgl-DP e DOgl-DO; DOgl-DP e DPgl-DO) aos 60 dias de vida (Tabela 3)

Tabela 3 — Parametros bioquimicos e hematoldgicos da prole de ratos Wistar adultos
(n=5 animais/grupo) alimentados com DP ou DO durante a gestacdo, lactacdo e do pds-desmame
até ao 60° dia de vida (DPgl-DP e DOgl-DO, respectivamente) ou submetidas a permuta de dietas
(DOgl-DP e DPgl-DO) apds o periodo pds desmame

Parametros DPgl-DP DOgl-DO DOgl-DP DPgl-DO
Albumina (g/dL) 2,38+0,24 2,18+0,49 2,2240,21 2,44+0,08
Proteinas totais (g/dL) 5,02+0,34 4,72+0,69 4,76+ 0,32 4,98+0,49
PCR (ng/dL) 6,74124,1 6,7514,70 6,75+4,70 6,75%3,80
Leucdcitos (103mm3) 9,53+0,52 8,57%1,16 9,06+0,96 8,08+2,01
Neutrofilos (%) 2,96+0,62 2,96+1,12 1,99+0,51 2,91+1,23
Eosindfilos (%) 0,12+0,03 0,0810,05 0,0810,02 0,12+0,05
Basdfilos (%) 0,03+0,01 0,02+0,01 0,02+0,01 0,03+0,01
Linfocitos (%) 4,46%1,04 5,88+1,21 5,52+1,30 4,11+8,06
Mondcitos (%) 2,19+2,85 1,70+3,01 2,09+1,30 2,15+2,84
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Os valores sdo apresentados como média * DP. Significancia obtida a partir da Anova One-Way seguida do teste de Tukey (*P<0,05). PCR: Pro-
teina C reativa; DPgl-DP: prole das matrizes que receberam a DP durante a gestacdo, lactacdo e pds-desmame até o 602 dia de vida; DOgl-DO:
prole das matrizes que receberam DO durante a gestacdo, lactagdo e no pds-desmame até o 602 dia de vida; DPgl-DO: prole de matrizes que
receberam DP durante a gestacdo e lactagdo, e DO no pds-desmame até o 602 dia de vida e DOgl-DP: prole das matrizes que receberam DO
durante a gestacdo e lactagdo e DP no pds-desmame até o 602 dia de vida.

Influéncia da DO na intensidade da resposta inflamatoria aguda de ratos Wistar

A resposta inflamatdria aguda induzida por carragenina foi mais severa nos grupos DOgl-DO,
DOgl-DP e DPgl-DO nos intervalos de 120, 180 e 240 minutos quando comparados ao grupo DPgl-DP
(Tabela 4).

Tabela 4 — Média do volume da pata nos grupos DPgl-DP, DOgl-DO, DPgl-DO e DOg|-DP (n=5
animais/grupo) com edema de pata induzido por injecdo subplantar de carragenina (0,1 mL)

Edema de Pata (mL)

30 min 60 min 120 min 180 min 240 min
Grupos
DPgl-DP 0,38+0,12 0,56+ 0,18 0,93+ 0,20 1,11£0,26 1,07+0,14
(100%) (100%) (100%) (100%) (100%)
DOgI-DO 0,71+ 0,25 0,91+ 0,23 1,66 +0,61* 2,06 +0,62* 2,10+0,67*
(+86%) (+62%) (+78%) (+85%) (+96%)
DPgl-DO 0,49+0,17 0,68+ 0,14 1,35+0,16* 1,55+0,23* 1,27+0,34
(+28%) (+21%) (+45%) (+39%) (+18%)
DOgI-DP 0,77+0,07 1,03+ 0,10* 1,62 +0,16* 1,92+ 0,36* 1,51+0,37*
(+102%) (+83%) (+74%) (+72%) (+41%)

( ) percentagem de aumento nos volumes das patas (intensidade de resposta inflamatdria) em relagao ao
grupo DPgl-DP. Valores expressos em média + SD. *P<0,05. O * refere-se a diferenca verificada entre os grupos
experimentais (DOgl-DO ou DPgl-DO ou DOgI-DP) comparado ao grupo controle (DPgl-DP).

Influéncia do consumo da DO na atividade anti-inflamatodria da nimesulida em ratos Wistar

A Figura 3 (A e B) apresenta a evolugdo do edema de pata nos animais alimentados com DP ou
DO e tratados com nimesulida no modelo de inflamac¢do aguda induzida por carragenina. Como pode
ser verificado, o efeito anti-inflamatério da nimesulida (% de inibicdo do edema de pata) foi signifi-
cativamente menor no grupo DOgl-DO, quando comparado ao grupo DPgl-DP. Adicionalmente, nos
animais do grupo DPgl-DP o efeito anti-inflamatério da nimesulida foi verificado nos intervalos de 120
(38,70%), 180 (38,73%) e 240 minutos (38,31%); enquanto nos animais do grupo DOgl-DO apenas no
intervalo de 120 min (42,16%).
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Figura 3 — Efeito do tratamento com Nimesulida (5 mg/kg, i.p. Unica aplicacdo) sobre o edema de
pata induzido por injecdo subplantar de carragenina nos grupos DPgl-DPn (A), e DOgl-DOn (B).
Valores expressos em média + DP. Significancia obtida a partir da ANOVA two way seguida do teste de
Bonferroni. * P<0,05 quando comparado a seus respectivos grupos controles (DPgl-DP versus DPgl—

DPn, e DOgl- DO versus DOgl— DOn).

Niveis de IL-6 e TNF-a

A Figura 4 (A e B) apresenta os dados das concentragGes das citocinas pré-inflamatorias IL-6 e
TNF-a, no homogenato da regido subplantar dos grupos DPgl-DPn, DOgl-DOn, e DPgl-DP e DOgl-DO.
Os resultados obtidos revelam uma elevacdo significativa dos niveis dessas citocinas nos animais dos
grupos DOgl-DO quando comparados ao grupo DPgl-DP. O grupo tratado com nimesulida (DPgl-DPn)
apresentou reducdo significativa nos niveis de IL-6 e TNF-a quando comparado ao seu grupo controle
(DPgl-DP). O grupo DOgl-Don, contudo, ndo apresentou diferenga nos niveis de IL-6 e TNF-a quando

comparado com o seu grupo controle (DOgl-DO).

A B
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1 * 1
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g 2
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DPgl-DP DPgl-DPn DOgl-DO DOgl-DOn
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DPgl-DP DPgl-DPn DOgl-DO DOgl-DOn

Figura 4 — Niveis de IL-6 (A) e TNF-a (B) no homogenato da regido subplantar dos grupos tratados
(DPgl-DPn, DOgl-DON) e de respectivos grupos controles (DPgl-DP e DOgl-DO) quatro horas apds a
injecdo de carragenina. Valores expressos em média + DP. Significancia obtida a partir da Anova one

way seguida do teste de Tukey *'P<0.05.

Atividade da enzima mieloperoxidase (MPQ)

Os animais do grupo DOgl-DO apresentaram atividade de MPO maior quando comparado
ao grupo DPgl-DP (Figura 5). No que se refere ao tratamento com a nimesulida (5 mg/kg; i.p. Unica
aplica¢do), os animais do grupo DPgl-DPn apresentaram significante reduc¢do da atividade da MPO
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guando comparado a seu respectivo grupo controle (DPgl-DP), enquanto nenhuma alteracdo foi
verificada no grupo DOgl-DOn em rela¢do ao seu respectivo controle DOgl-DO.

40+ \ * .

30

20

UMPO/mL

10

Figura 5 — Atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) no sobrenadante de homogenato da regido
suplantar de ratos Wistar quatro horas apds a injecdo de carragenina nos grupos tratados com
nimesulida (DPgl-DPn, DOgl-DOn) e de seus respectivos grupos controles (DPgl-DP e DOgl-DO).

Valores expressos em média + DP. Significancia obtida a partir da Anova one way seguido do teste de
Tukey. P < 0,05%*.

DISCUSSAO

Estudos revelam que o aumento da quantidade de gordura ou da carga energética mediada pelos
carboidratos nas dietas levam a reducdo do consumo alimentar em modelo animal®*. Provavelmente
nos animais sem disturbio metabdlico, esse equilibrio ocorre mediado pelo ajuste no balanco
energético. Nossos resultados estdo em concordancia com esses autores, posto que, em diferentes
momentos do acompanhamento, houve reducdo do consumo de alimentos. Esta reducdo, por sua
vez, ndo foi acompanhada de redugdo de peso corporal, mas, ao contrario, a dieta ocidental causou
aumento de peso em todos os grupos. Sugerimos, portanto, que a proporgao energética oriunda dos
diversos tipos de acidos graxos (saturados e insaturados) provavelmente contribuiu para este ganho
excessivo, uma vez que a dieta ocidental possui maior teor de acido graxo saturado®®. O metabolismo
das gorduras saturadas é distinto das insaturadas, contribuindo para o maior armazenamento de
gordura corporal. Por sua vez, Turchi et al.® relataram dano no metabolismo mitocondrial, com a
predisposicdao de ganho de peso corporal excessivo, em mamiferos, quando alimentados com dieta
hipercaldrica semelhante a dieta consumida pela populagdo do Ocidente.

Estudos clinicos e ndo clinicos sugerem que a obesidade durante o periodo da gestacao afeta
negativamente a saude da prole em curto e longo prazos, aumentando o risco de desenvolvimento
da obesidade e outras comorbidades, e pode resultar em morte prematura®’. Segundo Drozdz et
al.”2 e Faienza et al.%, o peso corporal no inicio da vida é um indicador-chave do risco para doencas
metabdlicas na idade adulta. Em nosso estudo, a DO foi capaz de induzir aumento do peso corporal
(16%) dos animais que receberam a dieta durante a gestacdo, lactacdo e/ou pds-desmame.

Desai et al.?* observaram que os diferentes efeitos causados pela dieta materna no fenétipo da
prole dependem do periodo de suprimento, ou seja, na gestacdo e/ou na lactacdo. Os mesmos autores
constataram que a exposicao a dieta hipercaldrica durante a gestagdo e lactacao resultou em fenétipo
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alterado na prole, caracterizado por uma obesidade exagerada quando comparada ao grupo derivado
de matrizes alimentadas com a mesma dieta apenas durante a gestacao. Dentro desse contexto,
Buzinaro et al.?, em seus estudos, demonstraram que mulheres com diabetes mellitus gestacional e
gue apresentavam glicemia de jejum e didria elevadas, deram a luz a filhos com maior peso ao nascer,
e esses, durante a adolescéncia, apresentaram maior frequéncia de sobrepeso. Esses resultados sdo
sugestivos de que quanto maior a exposicdo a dieta que leve a um quadro de obesidade e alteragGes
metabdlicas, maior a possibilidade de os descendentes apresentarem complicaces metabdlicas
na idade adulta. Ademais, estudos em camundongos C57BL/6 com obesidade induzida por dieta
verificaram aumento da adiposidade, intolerancia a glicose, hiperlipidemia e alteragbes estruturais
nos rins em suas proles?.

Os resultados obtidos no presente estudo revelam que todos os grupos alimentados com
DO em diversos momentos do periodo experimental (DOgl-DO; DOgl-DP e DPgl-DO) apresentaram
perfil metabdlico semelhante ao perfil de obesos, mostrando uma exacerbada resposta inflamatdria
pelo aumento do volume de pata e corroborado por elevacdo do nivel de citocinas. Neste estudo
demonstramos que o nivel de TNF-a e IL-6 em animais que consumiram dieta ocidental foram
superiores quando comparados aos animais alimentados com dieta padrdo. Estes resultados
sugerem a associacdo da obesidade ao estado subclinico da inflamac¢do dos animais expostos a dieta
hipercalérica ou rica em lipidios.

Os niveis de citocinas dos ratos pré-tratados com nimesulida (5 mg/kg, i.p. Unica aplicagdo) em
nosso estudo ndo demonstraram diferenca estatistica entre os grupos (DOgl-DO x DOgl-Don), ou seja, a
nimesulida ndo foi capaz de diminuir o nivel de TNF-a e IL-6. No trabalho realizado por Azab; Kaplanski?’
em ratos pré-tratados com nimesulida (30 mg/kg, i.p.), no entanto, verificou-se uma diminui¢cdo na
producdo de TNF-a. Sugerimos que a dose e o veiculo utilizado por Azab; Kaplanski?’ influenciaram
na reducdo da sintese desta citocina (5 mg/kg vs. 30 mg/kg; carboximetilcelulose vs DMSO). Nossos
resultados corroboram os encontrados por Liang et al.?, que demonstraram que a nimesulida nio foi
capaz de diminuir o nivel de TNF-a quantificada no figado e na aorta em camundongos alimentos com
dieta hipercaldrica.

Semelhante aos resultados encontrados no presente estudo, a exacerbada inflamacgdo induzida
pela carragenina foi demonstrada em ratos obesos Zucker comparados aos controles®. Em adigdo,
elevada expressdo de moléculas de adesdo e infiltracdo de macrofagos foi encontrada como resposta
a inflamagéo vascular em ratos Zucker com obesidade®.

De acordo com Hosogai et al.?!, na obesidade os adipdcitos sdo hipertrofiados e comprometem
a vascularizacdo do tecido adiposo, causando uma restri¢cao na disponibilidade de oxigénio, resultando
em hipdxia tecidual®2. A medida que o tecido se expande, ha infiltracio de macréfagos com ativacio
da producdo de TNF-a, de IL-6, de interleucina-1pB, da leptina, da resistina e da proteina quimiotatica
de mondcitos (MCP-1)33. Fantuzzi** sugere que a leptina induz o estresse oxidativo e contribui para a
acumulacdo de macréfagos, facilitando a adesdo de macréfagos e células endoteliais.

A relacdao entre aumento do peso corporal e infiltracdo de neutrdéfilos no parénquima do
tecido adiposo intra-abdominal foi demonstrada apds inicio da ingestdao de dieta hipercaldrica em
camundongos C57BL/6J%. Alta ingestdo de gordura resulta no aumento da infiltragdo de neutrdfilos
e expressao da atividade da MPO no tecido adiposo branco epididimal, juntamente com aumento do
peso e sinalizagdo insulinica alterada®®. Os niveis plasmaticos da enzima MPO mostraram-se elevados
em individuos obesos com inflamacao sistémica, incrementando o risco de doenga cardiovascular.

Os anti-inflamatdrios nado esteroidais (Aines), a exemplo da nimesulida utilizada neste estudo,
estdo entre as categorias de medicamentos mais utilizados para atenuar as consequéncias decorrentes
de um estimulo inflamatério. Sua a¢do consiste em inibir seletivamente a atividade da enzima
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ciclooxigenase-2 (COX2)*. Alguns estudos mostram que a composic¢do funcional e corporal em obesos
podem alterar a distribuicdo do farmaco, ndo observando no volume de distribuicdo a depuracdo
renal, a hepatica e a ligacdo as proteinas plasmaticas®%. A nimesulida é um composto lipofilico, isto
é, apresenta maior afinidade com a gordura, e a ligagdo do farmaco as proteinas plasmaticas ndo é
modificada na obesidade. Estudos atuais sobre o assunto sdao necessarios para entender melhor o
mecanismo farmacoldgico em individuos obesos, posto que a obesidade é uma doenga que cresce de
forma incontrolavel em todo o mundo e os Aines sdo os farmacos mais utilizados.

CONCLUSAO

Conclui-se que o consumo da dieta ocidental pelas matrizes durante o periodo de desenvolvi-
mento da prole (gestacdo, lactacdo e/ou pds-desmame), provoca aumento na intensidade da resposta
inflamatéria na fase aguda, bem como alteracdo da eficacia farmacoldgica da nimesulida na prole de
ratos Wistar.
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