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RESUMO

A nutricdo materna consumo de &cidos graxos durante os periodo gestacional e/ou
de lactagdo sdo determinantes criticos relacionados ao desenvolvimento fetal
e pbs-natal normais. Por outro lado, alteragdes na nutricdo da prole nos periodos iniciais
da vida podem predispor ao desenvolvimento de distdrbios metabdlicos. Nesse sentido,
tem se buscado compostos que atuem na prevencdo e/ou reversdao esses distdrbios. O
Oleo de chia (OC) se destaca como promissor por possuir elevado contetdo do
acido a-linolénico (55-66%) e compostos fendlicos. Desse modo, 0 objetivo do presente estudo
foi avaliar o efeito da suplementacdo materna com o OC em parametros metabolicos em modelo
de hiperalimentacdo neonatal. Realizou-se a extragdo e caracterizacdo dos 6leos utilizados
durante o experimento. A suplementacdo materna com OC (5g/kg p.c.) ou com 6éleo de milho
(OM), como controle negativo na mesma dose, ocorreu durante o acasalamento até o desmame
(21 dias) dos filhotes. A formacdo dos grupos hiperalimentado se deu a partir da reducéo do
tamanho da ninhada para 3-4 filhotes com cada fémea durante a amamentagdo. Assim,
considerando a suplementacdo materna e 0 modelo, os animais foram divididos em seis grupos
experimentais: Controle (C), Hiperalimentacdo p6s-natal (H), C suplementado com OC (COC),
C suplementado com OM (COM), H suplementado OC (HOC) e H suplementado com OM
(HOM). Durante o periodo experimental, o ganho de peso dos filhotes foi monitorado
semanalmente; além disso, aos 120 dias de vida os animais foram submetidos ao teste de
tolerancia oral a glicose (TTOG) e teste de tolerdncia a insulina (TSI). Apds a eutanasia (aos
120 dias), as amostras foram coletadas para avaliacdo da glicemia, lipidograma, insulinemia,
lipidios totais do figado, de estresse oxidativo e histologia hepaticos. O nivel de significancia
adotado para os resultados foi de p<0,05. Aos 21 dias o peso corporal total do grupo H foi 26%
maior que o grupo C e 29% maior no grupo HOC comparado com COC. Aos 120 dias somente
0 grupo HOC apresentou diferenca em relacdo ao COC, sendo 14% maior. O percentual de
ganho de peso foi 46% menor no grupo HOM comparado ao COM. Ja o indice de Lee, HOC
foi 10% maior que COC. O peso dos tecidos ndo apresentou nenhuma diferenca significativa.
No TTOG, o grupo HOM apresentou média de glicemia maior nos tempos 0 e 120min
comparado ao COM. Ja no TSI, o grupo HOC apresentou menor glicemia que em relagdo ao
COC no tempo 15min. Glicemia, insulinemia e lipidograma ndo apresentaram diferenca
estatistica, exceto os triglicerideos no grupo COC foram maiores em relagdo ao COM. Os
lipidios totais no figado também nédo apresentaram diferenca. Em relacao ao estresse oxidativo,
ndo foi encontrada nenhuma relevancia estatistica. Nas analises histoldgicas, todos os grupos
apresentaram caracteristicas comuns para o tecido em questdo. O modelo de hiperalimentacéo,
apesar de ser estabelecido na literatura como modelo de excesso peso com alteragOes
metabolicas, ndo foi completamente estabelecido no presente trabalho. Devido a este fato,
porém néo limitante ao mesmo, néo foi verificado efeitos positivos pela suplementagdo materna
com OC nos parametros gerados pelo modelo experimental proposto. Ainda se faz necessarios
mais estudos para o aperfeicoamento do modelo de programacéo metabdlica proposto e mais
pesquisas sdo necessérias para elucidar o potencial beneficio da suplementagdo materna com o
0leo de chia.

Palavras-chave: acidos graxos 6mega 3; programacao fetal; hiperalimentacdo neonatal.



ABSTRACT

Maternal nutrition and fatty acid consumption during gestational and/or lactation periods are
critical determinants strongly related to normal fetal and postnatal development. On the other
hand, changes in offspring nutrition in the early stages of life may predispose to the
development of metabolic disorders. In this sense, compounds that act in the prevention and/or
reversal of these disorders have been sought. Chia oil (OC) stands out as a promising food due
to its high content of a-linolenic acid (55-66%) and phenolic compounds. Therefore, the
objective of the present study was to evaluate the effect of maternal OC supplementation on
metabolic parameters and hepatic oxidative stress in a neonatal hyperalimentation model. The
oils used during the experiment were extracted and characterized. Maternal supplementation
with OC (5g/kg bw) or corn oil (OM), as a negative control at the same dose, occurred during
mating until weaning (21 days) of the pups. The formation of the hyperfed groups occurred by
reducing the litter size to 3-4 puppies with each female during breastfeeding. Thus, considering
maternal supplementation and the model, the animals were divided into six experimental
groups: Control (C), Postnatal hypernutrition (H), C supplemented with OC (COC), C
supplemented with OM (COM), H supplemented OC (HOC) and H supplemented with OM
(HOM). During the experimental period, the pups' weight gain was monitored weekly; in
addition, at 120 days of life the animals were subjected to the oral glucose tolerance test (OGTT)
and the insulin tolerance test (TSI). After euthanasia (at 120 days), samples were collected to
evaluate blood glucose, lipid profile, insulinemia, lipid, oxidative stress and liver tissue
parameters. The significance level adopted for the results was p<0.05. At 21 days the total body
weight of group H was 26% greater than group C and 29% greater in group HOC compared to
COC. At 120 days, only the HOC group showed a difference in relation to the COC, being 14%
higher. The percentage of weight gain was 46% lower in the HOM group compared to the COM
group. As for Lee's index, HOC was 10% higher than COC. The weight of the tissues did not
show any significant difference. In the TTOG, the HOM group had a higher mean blood glucose
level at times 0 and 120min compared to the COM group. In the TSI, the HOC group had lower
blood glucose levels than the COC group at 15 minutes. Glycemia, insulinemia and lipid profile
showed no statistical difference, except triglycerides in the COC group were higher compared
to the COM group. Total lipids in the liver also showed no difference. Regarding oxidative
stress, no statistical relevance was found. In histological analyses, all groups showed common
characteristics for the tissue in question. The hyperalimentation model, despite being
established in the literature as a model of excess weight and adipose tissue, with metabolic
changes, was not completely established in the present work. Due to this fact, but not limiting
it, no positive effects were verified by maternal supplementation with OC on the parameters
generated by the proposed experimental model. More studies are still needed to improve the
proposed metabolic programming model and more research is needed to elucidate the potential
benefit of maternal supplementation with chia oil.

Keywords: fatty acids omega 3; fetal programming; neonatal hyperalimentation.



INDICADORES DE IMPACTO

A obesidade ¢ resultante de uma complexa interacdo entre fatores genéticos e componentes
ambientais, como o sedentarismo e 0s habitos alimentares inadequados. Pode ser associada a
diversas alteragBes metabolicas e inflamatorias como a resisténcia a insulina, aterosclerose e
diversos tipos de cancer, cursando com prejuizos a qualidade de vida da populacdo e,
impactando economicamente o sistema de salde. Nesse contexto, é de interesse da sociedade e
da comunidade cientifica encontrar alimentos e/ou componentes alimentares que possam
prevenir ou ainda reverter os disturbios metabolicos e inflamatdrios decorrentes da obesidade.
A programacdo metabolica se torna cada vez mais interesse de estudo, pois experiéncias nos
periodos iniciais da vida influenciam aspectos fisiol6gicos e metabdlicos na vida adulta. Dessa
forma, modelos experimentais que modulem nutricionalmente os periodos de gestacdo e
lactacdo, como a proposta do trabalho, sdo importantes para elucidar essas alteragdes sob uma
perspectiva epigenética. O dleo de chia se destaca como a principal fonte vegetal de acidos
graxos 6mega-3, além de exibir grande potencial antioxidante. Essas caracteristicas colocam o
6leo de chia como potencial tratamento para as disfuncdes associadas a obesidade, sendo a
melhora do metabolismo glicidico e lipidico ja descritas em literatura. Desse modo, o objetivo
do presente projeto foi avaliar a influéncia da suplementacdo materna com 6leo de chia em
marcadores metabolicos em modelos de hiperalimentagdo. Sob um olhar epigenético, a hipotese
foi que o Oleo de chia fosse capaz de melhorar e/ou prevenir disfungbes associadas a
programacdo metabdlica desfavoravel induzida pelo modelo experimental.
IMPACT INDICATORS

Obesity results from a complex interaction between genetic factors and environmental
components, such as a sedentary lifestyle and inadequate eating habits. It can be associated with
various metabolic and inflammatory changes such as insulin resistance, atherosclerosis and
various types of cancer, causing harm to the population's quality of life and economically
impacting the health system. In this context, it is in the interest of society and the scientific
community to find foods and/or food components that can prevent or even reverse metabolic
and inflammatory disorders resulting from obesity. Metabolic programming is becoming
increasingly interesting to study, as experiences in the early stages of life influence
physiological and metabolic aspects in adult life. Therefore, experimental models that
nutritionally modulate the periods of pregnancy and lactation, such as the proposed work, are
important to elucidate these changes from an epigenetic perspective. Chia oil stands out as the

main plant source of omega-3 fatty acids, in addition to exhibiting great antioxidant potential.
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These characteristics place chia oil as a potential treatment for disorders associated with obesity,
with improvements in glucose and lipid metabolism already described in the literature.
Therefore, the objective of the present project was to evaluate the influence of maternal
supplementation with chia oil on metabolic markers in hyperalimentation models. From an
epigenetic perspective, the hypothesis was that chia oil was capable of improving and/or
preventing dysfunctions associated with the unfavorable metabolic programming induced by

the experimental model.
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1 INTRODUCAO

Alteracdes nutricionais quando ocorrem em periodos criticos do desenvolvimento,
como gestacdo e lactacdo, podem gerar alteracdes fisiologicas e metabolicas a longo prazo ao
individuo, processo esse denominado programacao metabolica. As modificacdes epigenéticas
seriam resultado dessa programacdo, contribuindo para o desenvolvimento de doengas ligadas
ao metabolismo (Godfrey; Costello; Lillycrop, 2016). Epigenética € a ciéncia que analisa
modificacdes hereditarias na expressao de genes, porém sem alteracdo na sequéncia de DNA.
Essas mudancas séo feitas através de mecanismos epigenéticos, sendo eles: metilacdo do DNA,
modificacdo de histonas e expressdo de micro RNAs. Modificacbes epigenéticas podem
influenciar o metabolismo do individuo assim como o da sua prole (Kaushik; Anderson, 2016).

O periodo critico do desenvolvimento, que abrange o periodo gestacional e os primeiros
meses de vida, quando alterado pode gerar consequéncias para a fase infantil e/ou adulta, como
algumas doencas cronicas sendo a obesidade, diabetes e dislipidemias alguns exemplos. (Agosti
et al., 2017). Na fase gestacional, se 0 embrido for submetido a um ambiente nutricional
adverso, seja por excesso ou falta de nutrientes, pode ocorrer programacdo metabdlica fetal
predispondo o individuo a obesidade, resisténcia a insulina e sindrome metabdlica, na fase
adulta (Zhu; Cao; Li, 2019). Ademais, essas alteragcdes nutricionais precoces podem afetar
posteriormente o desenvolvimento imunoldgico e de processos inflamatdrios desses individuos
(Slopen et al., 2015).

Alguns modelos tém ajudado a elucidar melhor o fenémeno da programacéo metabdlica,
como o modelo de hiperalimentacdo pos-natal. Esse modelo é caracterizado pela reducédo da
competicdo durante o periodo de amamentacdo, o que resulta em aumento do peso corporal,
comparadas as ninhadas sem reducdo, associado a alteracdes na resposta hormonal-metabdlica,
(Plagemann, 2008; Habbout et al., 2013). Além disso, 0 modelo, tem
evidenciado que o periodo de amamentacdo apresenta impacto potencial na programacédo do
desenvolvimento, contribuindo para hiperleptinemia e hipertensdo na fase adulta da prole
alimentada com uma dieta normal apds o desmame (Taylor; Poston, 2007).

A suplementacdo com 6leos vegetais vém sendo uma nova proposta para prevengéo e
tratamento de desordens metabdlicas, como a obesidade (Oliveira-De-Lira et al., 2018). Dentre
eles, um oOleo que tem demonstrado grande potencial devido ao seu alto valor nutricional é o
6leo de chia, composto por elevado teor de acido a-linolénico (6mega-3), acido
linoleico (6mega-6) e antioxidantes (Coelho; Salas-Mellado, 2014). Estudos
demonstraram que o Oleo de chia pode recuperar a expressdo do sistema antioxidante,

melhorando a tolerancia a glicose e a sensibilidade a insulina e aumentando a expresséo de
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proteinas de choque térmico nos tecidos de ratos obesos induzidos por dieta (Marineli et al.,
2015). Ademais, o consumo de 6leo de chia ja foi citado promovendo reducgdo no acimulo de
massa gorda e aumento da massa magra, além de beneficiar os niveis de glicose e a sensibilidade
a insulina em camundongos obesos (Fonte-Faria et al., 2019).

Desse modo, o objetivo do presente projeto é avaliar o efeito da suplementacdo materna
com o 6leo de chia em diferentes pardmetros metabdlicos associados ao estresse oxidativo

hepatico em filhotes submetidos ao modelo de hiperalimentacéo pds-natal.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Programacao metabolica

Estudos epidemioldgicos revelam que a exposicdo a um ambiente desfavoravel, como
excesso ou escassez de alimentos/ nutrientes nos primeiros anos de vida € associada a um risco
consideravelmente aumentado para o desenvolvimento de doencas posteriores. Esse fenémeno
¢ denominado programagdo para o inicio da vida. O termo “programac¢do” define uma
perturbacdo em periodos criticos de desenvolvimento que causam danos permanentes e
alteracdes ao longo da vida com consequéncias que podem ser “irreversiveis”, OU Seja para a
vida toda do individuo como por exemplo, alteracdes no metabolismo de lipidios e glicose e
acao da insulina, além do desenvolvimento de doencgas cronicas, como a obesidade (Mathias et
al., 2014; Persson, Bondke, 2018).

Barker (1995) em seu estudo epidemioldgico trouxe pela primeira vez a possibilidade
de que os acontecimentos no inicio da vida em humanos poderiam exercer um papel importante
na progressao de doencas cronicas na idade adulta. Neste mesmo trabalho, foi exposto que 0s
recém-nascidos com baixo peso ao nascer, por desnutricdo materna durante a gravidez,
apresentavam maior predisposi¢do a desenvolver um fen6tipo adulto de excesso de peso e
distarbios cardiometabolicos (Barker, 1995).

O ambiente nutricional e hormonal durante os periodos embrionarios e fetais
desempenha um papel modulador essencial, pois afeta a expressdo do genoma. Dentre 0s
mecanismos envolvidos na programacdo metabolica, destacam-se 0s mecanismos epigenéticos
(Cominetti, Rogero, Horst, 2017), como metilacdo do DNA, acetilacdo, metilacao, fosforilacao,
entre outras modificacdes nas proteinas histonas e expressdo de microRNAS, que pode controlar
a transcricdo e traducdo, as quais afetam a expressdo génica durante o desenvolvimento nos
primeiros anos de vida e as funces fisiologicas da vida adulta (Cominetti, Rogero, Horst, 2017;
Tiffon, 2018).

Sendo a programacao metabolica um processo dindmico cujos efeitos dependem de uma
ou mais janelas criticas, a desnutricdo materna, obesidade, diabetes durante a gestacdo e
lactacdo podem contribuir para alteragdo no acumulo de tecido adiposo que possa predispor a
obesidade e doencas como a sindrome metabdlica na prole. (Levin, 2006; Hanley Et Al., 2010;
Patel, Srinivasan, 2011; Habbout Et Al., 2012; Persson, Bondke, 2018).

A UNICEF (Fundo das Nagbes Unidas para a Infancia) ressalta a importancia dos

primeiros mil dias de vida, que vai da concep¢do até o segundo ano de vida, para o
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desenvolvimento nutricional e metabdlico do individuo nos anos posteriores (UNICEF, 2018),
0 que pode caracterizar como um momento critico do desenvolvimento para a programacao
metabdlica.

Estimulos ambientais de natureza fisica, mental ou nutricional podem interferir na
expressdo gendmica da prole. Sinais epigenéticos possuem grande plasticidade, podendo ser
modulados, e até mesmo revertidos, por atuacdo de diversos fatores, como alimentacéo,
medicamentos, produtos quimicos, fatores fisicos e psicossociais (Haggarty, 2012; Habbout et
al., 2013; Cominetti, Rogero, Horst, 2017).

O estado nutricional materno pode alterar a expresséo de genes que colaboram com o
desenvolvimento de patologias metabdlicas. (Hotamisligil, 2017; Martinez et al., 2012).
Estudos experimentais apoiaram a nocdo de que restricbes nutricionais pré-natais podem
induzir um feno6tipo metabodlico alterado na prole, o que constitui um risco aumentado de
doencas ndo transmissiveis, incluindo obesidade, diabetes e doencas cardiovasculares (Lee,
2015).

Assim, como foi observado no periodo fetal, o periodo pds-natal imediato, como a fase
da amamentacdo também se torna uma janela critica para o desenvolvimento e, portanto,
alteragBes nutricionais, hormonais e metabolicas durante esse periodo funcionam como
periodos independentes para os efeitos de programacdo metabolica. Estudos demonstraram que
camundongos submetidos a hiperalimentacdo neonatal apresentaram peso acima da média com
aumento da adiposidade na idade adulta, como também diminuicdo da acdo da grelina em seu
organismo (Collden et al., 2015; Patel, 2011; Ribeiro et al., 2017). Além disso, outros estudos
mostram ocorrer mudancas na metilacéo de genes, afetando direta ou indiretamente a expressao
génica em vias relacionadas a importantes processos fisiologicos (Vickers, 2014), como

regulacdo do metabolismo da glicose e lipidios.

2.2 Modelo animal de hiperalimentagdo

Modelos animais, como o0s roedores, sd&o comumente utilizados em pesquisas
experimentais que visam a prevencdo e tratamento de doencas (lglesias-Carres; Neilson, 2021;
Pennacchio, 2003). Os camundongos, particularmente, sdo pec¢as fundamentais nas pesquisas
pré-clinicas, possuindo um sistema modelo para investigacdo da biologia de mamiferos e
patologias humanas, por apresentar semelhanga genética com humanos, além de facil manuseio,

manipulacgdo e alta taxa de fertilidade. Esses animais possuem gestacdo relativamente curta e
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alto nimero de ninhada, propiciando estudos da prole ao longo da vida, por exemplo. (Barrios
et al., 2009; Dickinson et al., 2016; Waterston et al., 2002

Estudos séo realizados em diferentes espécies, como ovelhas, porcos e primatas ndo
humanos, sendo os principais em ovelhas e roedores. Entretanto, a maior parte dos estudos com
animais utiliza modelos de roedores por sua menor gestacdo e, por possuirem embriologia,
anatomia e fisiologia semelhantes ao humano. Dessa forma, € possivel monitorar e modificar o
ambiente intrauterino de modelos animais, a fim de obter informacdes sobre as bases
moleculares da patogénese da doenca metabolica humana (Hanley et al., 2010; Warner, Ozanne,
2010; Seki et al., 2012).

Os camundongos da linhagem BALB/c sdo animais inbred, ou seja, possuem
homogeneidade genética. Geralmente, sdo utilizados em estudos imunoldgicos e
cardiovasculares, e na producdo de anticorpos monoclonais a partir de plasmaocitos
(Saha et al, 2020; Silva-Santana et al., 2020; Yeritsyan et al., 2012).
Camundongos BALB/c também sdo utilizados em pesquisas sobre obesidade, fatores
genéticos do diabetes e da resisténcia a insulina (Li et al., 2020; Nishikawa et al., 2007).

Em roedores as ilhotas pancreaticas e 0s neurbnios continuam o processo de
desenvolvimento durante o periodo poés-natal imediato. Sendo uma janela critica para o
desenvolvimento e, portanto, alteragfes nutricionais, hormonais e metabolicas durante esse
periodo funciona como pistas independentes para os efeitos de programacdo metabdlica (Patel,
2011; Ribeiro et al., 2017).

A programacao do desenvolvimento da salde e doenca em adultos é estudada ao longo
de duas décadas mostrando um progresso consideravel, mas ainda ndo ha um consenso sobre
0s nutrientes exatos e 0s mecanismos envolvidos. Ha ainda, a tentativa de conciliar os resultados
de estudos epidemiologicos em humanos que relacionam o peso ao nascer aos desfechos de
salde e doenca na vida adulta, a estudos de intervencdo nutricional em modelos animais
(Hanley et al., 2010).

Para pesquisas na area de programacdo metabdlica existem alguns modelos que podem
ser utilizados. Um modelo de estudos na area da hiperalimentagdo durante janelas criticas do
desenvolvimento, momento em que se configura importante plasticidade gendémica, é o modelo
de hiperalimentagdo pds-natal. Para induzir esse modelo é necessario o ajuste do tamanho da
ninhada. As ninhadas sao realocadas para ficarem com nimero menor, 3 a 4 filhotes por mae;
isso diminui a competicédo pelo leite e, portanto, portando aumentando sua disponibilidade, o
que promove maior ingestdo de calorias por filhote e a hiperalimentacgéo da prole, possibilitando

as pesquisas realizadas nesse campo (Habbout et al., 2013; Ojha et al., 2013; Rodrigues et al.,
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2009). Animais como roedores quando criados em pequenas ninhadas apresentam um fendtipo
analogo a sindrome metabdlica em fases posteriores da vida como, por exemplo, sobrepeso,
obesidade, resisténcia a insulina, hiperinsulinemia e hiperleptinemia (Enes-Marques et al.,
2020). Devido a programacdo nutricional no periodo neonatal, esses animais parecem
desenvolver resisténcia as acdes centrais da adiponectina que podem afetar o peso corporal e
ingestdo alimentar. Esse horménio é principalmente produzido pelo tecido adiposo branco e
regula o metabolismo de lipidios e glicose (Halah et al., 2018). Soma-se a isso, alteracdes nas
secrecOes de leptina e grelina durante o periodo neonatal, e esses hormdnios desempenham
importante funcdo na formacao dos circuitos hipotalamicos (Habbout et al., 2013; Marangon et
al., 2020)

A leptina € o principal modulador do neuropeptidio Y (NPY), produzido no nucleo
arqueado (ARC) e liberado em varias regides hipotalamicas, onde desempenha potentes efeitos
estimuladores do apetite. Estudos anteriores demonstraram que a injegéo central de NPY em
roedores pode causar hiperfagia e obesidade acentuadas, e pode reduzir o gasto de energia ao
inibir a termogénese do tecido adiposo marrom (Velkoska et al., 2008; Clark et al., 1984;
Plagemann et al., 1999; Hansen, Jovanovska, Morris, 2004).

Outro estudo, realizado com ratos Wistar com 180 dias de idade, apontou que a reducao
do tamanho da ninhada durante o periodo de amamentacdo gerou uma prole adulta com massa
corporal elevada, resisténcia a insulina, hipertensdo, elevada concentracdo de triglicerideos,
acidos graxos, colesterol total e baixo colesterol HDL (Conceicéo et al., 2011).

Rodrigues e colaboradores (2011) utilizando modelo de ninhada hiperalimentada na fase
pos-natal, demonstrou que os ratos Wistar, na vida adulta, apresentavam hiperfagia, maior
massa de gordura total e visceral, menor contetido sérico de HDL-colesterol e resisténcia central
a leptina, verificada pela menor expressdo de JAK2 (proteina janus quinase 2) e p-
STAT3(proteina transdutora de sinal e ativadora de transcri¢do 3) e maior expressao de SOCS3,
proteinas de sinalizacdo da leptina no hipotalamo. O aumento da expressdo hipotalamica de
SOCS3 (proteina supressora da sinalizacdo de citocinas tipo 3) e diminuicdo de JAK2 ja foram
relacionados em outros estudos com a resisténcia a leptina na obesidade. A via JAK2/STAT3,
que ¢ ativada pela ligacdo da leptina em seu receptor, ativa a expressao de SOCS3, uma proteina
que inibe o processo de transducéo de sinal da leptina, por impedir a fosforilacdo de STAT3
(Ramadhinara et al.; Zieba; Biernat; Bar¢, 2020).

Em outro estudo com modelo de programagéo nutricional neonatal foi observado que
0s ratos hiperalimentados mantiveram maior ganho de peso corporal durante todo o processo,

aumento de tecido adiposo branco e diminui¢do plasmatica de adiponectina e da responsividade
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as acdes centrais da adiponectina (Halah et al., 2018). A adiponectina ¢ um hormonio secretado
principalmente pelo tecido adiposo na corrente sanguinea e possui papel importante na
manutencdo da homeostase do corpo todo, apresentando efeitos benéficos como agente
antidiabético, anti-aterosclerdtico, antiapoptético e anti-inflamatério em animais e humanos
(Fang; Judd, 2018; Idrizaj et al., 2020).

Enes-Marques e colaboradores (2020) demonstraram que ratos Wistar criados em
pequenas ninhadas, quando adultos apresentavam reducdo da acdo da colecistocinina (CCK) no
esvaziamento gastrico, bem como na resposta de saciedade e reducdo da termogénese
estimulada por norepinefrina e CCK. Estudos tém demonstrado que irregularidades na
sinalizacdo pela CCK ou em suas fungdes gastrointestinais podem contribuir para o
desenvolvimento e persisténcia da obesidade (Bi; Moran, 2002; Enes-Marques et al., 2020;
Sayegh, 2013).

Estudos sobre programacgdo metabdlica sdo importantes para elucidar as teorias sobre as
consequéncias fisiologicas da hiperalimentacdo nos periodos criticos do desenvolvimento e
para criacdo de métodos de prevencdo ou tratamento dessas condi¢des (Colombo; Gustafson;
Carlson, 2019).

2.3 Estresse oxidativo e alteragdes metabdlicas

O aumento da adiposidade corporal e os distirbios metabdlicos possivelmente
induzidos por esta condicdo estdo associados ao estresse oxidativo. O estresse oxidativo €
caracterizado pelo desequilibrio do sistema antioxidante; ou seja, pelo aumento das espécies
reativas de oxigénio (EROs) e reducdo de defesas antioxidantes, como a diminui¢cdo da
atividade de enzimas desse sistema (Rupérez; Gil; Aguilera, 2014). As EROs sdo
produzidas naturalmente pelo organismo; entretanto, quando numa desordem metabdlica,
essas moléculas produzidas de maneira alterada podem causar danos diretos e indiretos em
orgdos. Obesidade, diabetes, doencas cardiovasculares e processos aterogénicos sdo disturbios
onde se encontra aumento do estresse oxidativo (Fernandez-Sanchez et al., 2011).

A elevacdo de &cidos graxos livres (AGL) plasmaéticos e um armazenamento exagerado
de gordura no tecido adiposo branco sdo caracteristicos do aumento da adiposidade corporal,
que se relacionam com uma série de distarbios dos sistemas bioquimicos e inflamatérios do
organismo. O excesso de peso e suas complicagdes contribuem para o aumento da producgéo de
EROs, pois podem afetar a atividade de enzimas antioxidantes, como a catalase (CAT), a

superdxido dismutase (SOD), a glutationa peroxidase (GPx) e a glutationa redutase (GRd), e
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interferir também em antioxidantes ndo enziméaticos como minerais, vitaminas e polifendis
(Manna; Jain, 2015; Marineli et al., 2015).

O estresse oxidativo ligado ao aumento da adiposidade corporal esta relacionado ao
aumento da secrecdo de citocinas pro-inflamatdrias, e concomitantemente essas citocinas
podem provocar o desequilibrio do sistema antioxidante, formando um ciclo prejudicial ao
organismo (Bhatti; Bhatti; Reddy, 2017; Dludla et al., 2019). Além disso, o estresse oxidativo
também esté relacionado a uma sintese irregular de adipocinas (Fernandez-Sanchez et al.,
2011).

Animais criados em pequenas ninhadas apresentam estresse oxidativo no tecido
cardiaco e hepatico, evidenciado pelo aumento dos hidroperéxidos circulantes, diminuicdo dos
niveis plasmaticos de vitamina C, diminuicdo da atividade de varias enzimas antioxidantes,
como superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx), além de,
aumento no plasma e no figado dos niveis de malondialdeido e nitratos. Essas altera¢des podem
predispor lesbes nos hepatdcitos e podem levar ao desenvolvimento de resisténcia a insulina
(Habbout et al., 2012; Conceicéo et al., 2013; Junior et al., 2019).

Em pacientes que possuem diabetes mellitus do tipo 2, doenca relacionada a producéo
falha ou resisténcia insulinica, ocorre um aumento na producdo de EROs e menor atividade
antioxidante. Uma disfuncdo mitocondrial combinada com a desregulacdo das enzimas
antioxidantes sao fatores cruciais para a geragao cronica de EROs, o que pode contribuir para
resisténcia a insulina (Poblete-Aro et al., 2018).

A resisténcia a insulina € um evento que consiste no desequilibrio do metabolismo da
glicose, ocasionando um aumento da producéo de insulina, alteracao na expressao de receptores
gerando falha no mecanismo de transito celular ou defeito em alguns mecanismos pés-
receptores durante sua utilizacdo. De forma geral, a resisténcia a insulina pode ser causada por
anormalidade no pré-receptor, receptor ou pos-receptor. Sabe-se que a insulina exerce suas
fungdes conjuntamente com o Insulin like Growth Factor 1 (IGF-1) por via enzimatica comum,
o sistema fosfatidilinositol quinase 3 (PI3-quinase). Os hormonios se ligam aos receptores
celulares em seguida, ocorre a autofosforilacdo da subunidade, que determina a ativacdo de
algumas enzimas e a inativacédo de outras (Mcfarlane, 2001).

Ensaios clinicos e experimentais forneceram evidéncias que a resisténcia a insulina em
tecidos metabolicos, como tecido adiposo, hepatico e muscular constituem um trago
caracteristico da disfun¢do metabolica principalmente induzida pela obesidade. Esta resisténcia
periférica a insulina faz com que as células B pancreaticas secretem mais insulina, em um

processo conhecido como hiperinsulinemia compensatéria. No entanto, junto com a resisténcia
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a insulina, muitas vezes ha deplecdo de células B, o que resulta em hiperglicemia sustentada e
DM2 (Gutiérrez et al., 2017).

Pesquisas com substancias naturais estdo sendo feitas a fim de encontrar formas de
amenizar, prevenir e tratar doencas metabolicas. Dentre esses estudos, sdo vistos que o0s acidos
graxos poli-insaturados poli-insaturados da serie 6mega-3 (AGPI n- 3) apresentam efeitos
benéficos em distlrbios metabolicos e cardiovasculares, pois detém propriedades antioxidantes
e anti-inflamatorias (Yang et al., 2019).

Pesquisas prévias evidenciaram que a suplementacdo com AGPI n-3 também
apresenta efeitos benéficos durante a gestacdo, com reducdo do risco de parto prematuro,
aumento do crescimento fetal e redugéo do risco de complica¢bes na gravidez. Os AGPI de
cadeia longa sdo transportados pela placenta para o feto, esse transporte é feito de maneira
direcional, preferencial e oportuna. Existe uma producdo naturalmente alta de EROs
placentaria, em razdo da alta atividade metabdlica intrinseca das células placentarias; dessa
forma, todos os principais sistemas antioxidantes estdo presentes e ativos no ambiente.
Estudos observaram que a suplementacdo materna com AGPI n-3 aumentou a expressao do
MRNA e a atividade das principais enzimas antioxidantes, SOD e CAT, na zona do labirinto
placentaria durante o terco final da gestacdo de ratos (Jones; Mark; Waddell, 2013,
2014; Perkins, 2006).

Sley e colaboradores (2020) em seu artigo de revisdo demonstraram que gestantes
suplementadas com AGPI no terceiro semestre apresentaram concentracGes mais baixas de 8-
iIS0-PGF 20 e seu metabolito. 8-is0-PGF 20 ¢ um produto da peroxidacdo lipidica e um
excelente marcador de estresse oxidativo in vivo, esse biomarcador é estavel durante a gravidez
e facilmente detectavel na urina. Esse resultado sugeriu uma diminuigdo do estresse oxidativo

materno durante a gravidez apds a suplementacéo.

2.4 Oleo de Chia

A chia (Salvia Hispanica L.) € uma planta nativa do sul do México e norte da Guatemala,
e sua semente é descrita como fonte de acidos graxos poli-insaturados (AGPI), fibra alimentar,
minerais, compostos fenolicos e um teor de proteinas superior a outros graos (cerca de 19%)
sendo, portanto, uma promissora fonte de peptideos bioativos (Marineli et. al., 2015; Silva et
al., 2017; Grancieri, Martino, De Mejia, 2019).

O oleo de chia destaca-se como a principal fonte vegetal de &cidos graxos émega-3 (o-

3), apresentando 68% da sua composi¢ao de acido a-linolénico (C18:3, ALA), além de exibir
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contetdo de tocoferdis, fitoesterdis, carotenoides e compostos fendlicos, tais como, acido
clorogénico, acido cafeico, miricetina, quercetina e kaempferol, e compostos lipoliticos,
agregando grande potencial antioxidante que podem favorecer, conjuntamente, a homeostase
metabolica (Reyes-Caudillo et al., 2008; Ixtaina et al., 2011; Martinez-Cruz, Paredes-L0dpez,
2014; Marineli et. al., 2015).

O ALA é precursor do &cido eicosapentaenoico (EPA) e do acido docosahexaendico
(DHA) no organismo, evidéncias tem mostrado que a suplementacdo de 6leo rico em ALA
aumenta as concentracdes de DHA em varios tecidos de roedores, apesar disso, 0 ALA produz
respostas fisioldgicas diferentes do EPA e DHA, particularmente na adiposidade e no manejo
da glicose. A maior parte dos efeitos do ALA é por meio da modulacdo das lipoproteinas,
enquanto o EPA e DHA podem reduzir a sintese de triglicerideos e reduzir a adiposidade
(Poudyal et al., 2013).

Alguns estudos observaram que o ALA proveniente do 6leo de chia pode
modificar o perfil antioxidante hepatico, visto através do aumento do contetdo de tiol
reduzido, maior razdo GSH/GSSG e reduc¢do do conteudo de MDA (malondialdeido). Além
disto, foi demonstrado que o ALA resulta em maior atividade de enzimas antioxidantes, como
SOD, GPx e que o 6leo de semente de chia é melhor do que a semente para restaurar o sistema
antioxidante, vistos em ratos com obesidade induzida pela dieta (Marineli et al., 2015; Rincon-
Cervera et al., 2016; Parker et al., 2018).

O é4cido graxo essencial ALA, assim como seus  metabdlitos
EPA e DHA sdo AGPI ®-3
normalmente utilizados como suplementos durante a gravidez. Alguns beneficios descritos
desses &cidos graxos sdo: regulacdo da funcdo metabdlica materna e fetal, reducdo da
inflamacdo, aumento da imunidade e diminuicdo da macrossomia, do estresse oxidativo, da
pré-eclampsia e do parto prematuro, melhor crescimento intrauterino e
neurodesenvolvimento (Elshani; Kotori; Daci, 2021).

Os AGPI »-3 tém sido associados com a melhora do perfil lipidico, atenuacgdo do risco
cardiometabdlico e diminuicéo da inflamacéo (Lesna et al., 2013). A alta concentra¢do de ®-3
esta associada a reducdo do risco de doenca arterial coronariana, hipertensao, diabetes tipo 2,
artrite reumatoide, desordens autoimunes e de cancer (Connor, 2000).

Os AGPI ®-3 parecem regular positivamente duas enzimas envolvidas na hidrdlise de
triglicerideos, lipase lipoproteica e lipase de triacilglicerol, que produzem efeitos
hipotriacilglicerolémicos e lipoliticos nos adipdcitos, através de ligagdo aos receptores ativados

por proliferadores de peroxissoma o e y (PPAR). Embora existam muitos dados sobre os
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mecanismos de atuacdo dos &cidos graxos n-3 na reducdo da adiposidade e dislipidemia, 0s
mecanismos de atuacdo do ALA s&o pouco compreendidos (Poudyal et al., 2012, 2013).

Muitas investigacGes tém mostrado que o consumo de fontes dietéticas naturais (frutas,
nozes, vegetais) com compostos bioativos antioxidantes (polifendis, tocoferois, carotenoides,
vitaminas) podem auxiliar na prevencao do estresse oxidativo e pode ser uma alternativa natural
para prevengao e controle de doengas crdnicas (Avignon et al., 2012; Bullo, Lamuela-Raventos;
Salas-Salvado, 2011; Landete, 2012).

Na gestacdo, a Unica fonte de AGPI para o feto em desenvolvimento € a mae por meio
da placenta. A ingestdo alimentar de acidos graxos durante a gestacdo e sua subsequente
transferéncia da mée para o feto sdo cruciais para o crescimento e desenvolvimento fetal.
Acredita-se que o transporte dos acidos graxos maternos para o feto ocorra por meio de algumas
proteinas transmembranas: proteina de transporte de acidos graxos (FATPS), translocase de
acidos graxos (FAT/CD36) e proteinas de ligacao intracelular de &cidos graxos (FABPs). Ap6s
0s &cidos graxos estarem dentro da célula que envolve o feto, se translocam para o nucleo e
alteram a expressao génica, podem também ser armazenados ou se deslocam para a mitocondria
para modular a funcdo mitocondrial (Jones, Mark, Waddell, 2014; Lewis, Desoye, 2017;
Shrestha et al., 2020).

Existem poucos estudos que avaliam a suplementacdo materna de 6mega 3 durante a
gestacdo e lactacdo sobre os efeitos no metabolismo glicidico e lipidico e do estresse oxidativo
hepatico, que é um fator crucial para o desenvolvimento da prole, sendo um aspecto que carece
de elucidacédo (Kajarabille et al., 2017).
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3 CONSIDERACOES FINAIS

Sabe-se que altera¢fes nutricionais em periodos criticos do desenvolvimento, como na
gestacdo ou nos primeiros meses ap6s 0 nascimento, em humanos e animais, podem
influenciar no perfil metabdlico e imunolégico do individuo na infancia e/ou vida adulta. Isso
se da pela alta plasticidade genémica, podendo ocorrer modificagdes na expressdo estavel de
genes da proxima geracdo por meio de alteracdes epigenéticas. Sendo assim a importancia da
nutricdo materna e do neonato requer atencéo e cuidados.

Em vista dos fatos apresentados, realcados pela alta prevaléncia de DCNT (doenca
cronica ndo transmissivel) em nivel mundial, obesidade, dislipidemias, diabetes mellitus tipo 2,
doencas cardiovasculares e canceres, a busca por estratégias que possam contribuir para uma
melhor nutricdo materna e fetal sdo de significante importancia. Nosso trabalho avaliou 0s
beneficios da suplementagdo materna com um O&leo de origem vegetal em uma prole
hiperalimentada na fase pos-natal.

Poucos sdo os trabalhos encontrados que associam a atuacdo da suplementacédo
materna com uma fonte vegetal de 6mega 3 sobre parametros metabolicos em proles
hiperalimentadas durante o po6s-natal, o que torna a proposta deste estudo altamente

relevante.
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RESUMO

A nutricdo materna, durante a gestacdo e a nutricdo do neonato, detétm uma influéncia
importante no metabolismo do individuo a longo prazo. A suplementacdo materna com 6mega-
3 tem se demonstrado eficaz na prevencao e tratamento de patologias. Numa proposta de
programacdo metabdlica esse trabalho investigou o efeito da suplementacdo materna com 6leo
de chia na possivel atenuacdo de desordens metabdlicas e hepéticas induzidas na prole por
hiperalimentagdo pds-natal, em camundongos machos Balb/c. Realizou-se a extracdo e
caracterizacdo dos 6leos utilizados durante o experimento. A suplementacdo materna com OC
(5g/kg p.c.) ou com 6leo de milho (OM), como controle negativo na mesma dose, ocorreu
durante o acasalamento até o desmame (21 dias) dos filhotes. A formacgdo dos grupos
hiperalimentado se deu a partir da reducdo do tamanho da ninhada para 3-4 filhotes com cada
fémea durante a amamentacdo. Aos 21 dias o peso corporal total do grupo H foi 26% maior que
0 grupo C e 29% maior no grupo HOC comparado com COC. Aos 120 dias somente 0 grupo
HOC apresentou diferenca em relacdo ao COC. O percentual de ganho de peso foi 46% menor
no grupo HOM comparado ao COM. Ja o indice de lee, HOC foi 10% maior que COC. O peso
dos tecidos ndo apresentou nenhuma diferenca significativa. No TTOG, o grupo HOM
apresentou média de glicemia maior nos tempos 0 e 120min comparado ao COM. Jano TSI, o
grupo HOC apresentou menor glicemia que em relagdo ao COC no tempo 15min. Glicemia,
insulinemia e lipidograma nao apresentaram relevancia estatistica, somente os triglicerideos no
grupo COC foram maiores em relacdo ao COM. Os lipidios totais no figado também néao
apresentaram diferenca. Em relacdo ao estresse oxidativo, ndo foi encontrada nenhuma
relevancia estatistica. Nas andlises histologicas, todos 0s grupos apresentaram caracteristicas
comuns para o tecido em questdo. O modelo de hiperalimentacdo, apesar de ser estabelecido na
literatura como modelo de excesso peso e de tecido adiposo, com alteragdes metabolicas, ndo
foi completamente estabelecido no presente trabalho. Devido a este fato, porém ndo limitante
ao mesmo, ndo foi verificado efeitos positivos pela suplementacdo materna com OC nos
parametros gerados pelo modelo experimental proposto. Mais pesquisas sdo necessarias para
elucidar o potencial beneficio da suplementacdo materna com o 6leo de chia.

Palavras-chave: Programacio metabdlica. Reduc&o de ninhada. Omega-3.
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1 INTRODUCAO

Durante os periodos iniciais de vida ocorre o desenvolvimento neuroldgico e
imunolodgico, portanto, alteracbes nutricionais maternas como a desnutricdo e obesidade,
associados a ingestdo alimentar e exposicdo ambiental dos filhotes durante o periodo de
lactacdo, podem influenciar esse desenvolvimento da prole. Sendo assim, esse fenémeno é
denominado programacdo metabolica e vem sendo cada vez mais estudado (Hanley et al, 2010;
Levin, 2006), pois experiéncias nos primeiros periodos de vida sao significativas e cruciais para
a fase adulta (ZHAO, 2020).

AlteracBes epigenéticas sdo modificagdes hereditarias que ocorrem no DNA, sem
alteracdo em sua sequéncia, mas que afetam a expressdo de genes alterando o fendétipo
(Rodriguez; Sanches, 2019). Sendo assim, as modificacdes epigenéticas podem ser resultado
da programacdo metabdlica, contribuindo para o desenvolvimento de doencas ligadas ao
metabolismo como resisténcia a insulina, hiperlipemia e obesidade (Godfrey et al., 2016).

Modelos experimentais vém sendo utilizados na area da programacdo metabolica,
exemplo disso seria 0 modelo de hiperalimentacdo p6s-natal induzido por reajuste de ninhada,
que evidencia consequéncias fisioldgicas para as fases posteriores da vida (Habbout; Rochette;
Vergely, 2013). Estudos demonstram, que este modelo pode resultar em aumento do peso
corporal comparadas as ninhadas sem separacao, associados a alteracdes na resposta hormonal-
metabdlica, incluindo aumento na secrecdo de insulina e leptina, horménios essenciais no que
se refere ao consumo alimentar e gasto energético, sendo que estas alteracdes podem persistir
ao longo da vida do animal (Habbout; Rochette; Vergely, 2013; Plagemann, 2008).

O aumento da razédo 6mega-6/6mega-3 nas dietas ocidentais contribuiu para a elevagao
daincidéncia de doencas inflamatdrias, caracterizadas pela produgédo excessiva ou inapropriada
de mediadores inflamatorios, que incluem os eicosanoides e citocinas, e o reconhecimento do
potencial anti-inflamatdrio dos acidos graxos poli-insaturados da série 6mega-3 (AGPI o -3)
aumentou o interesse sobre o seu papel na prevencdo e 0 seu uso na terapéutica de doencas
inflamatdrias agudas ou cronicas (Simopoulos, 2010).

Pesquisas apontam que os AGPIl o -3 apresentam efeitos benéficos em distarbios
metabolicos e cardiovasculares, pois detém propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias
(YANG et al., 2019). Durante o periodo gestacional a suplementacdo com AGPI ®-3 é
fortemente relevante. Estudos apontam que essa suplementacdo traz beneficios para o
neurodesenvolvimento fetal e neonatal, crescimento e desenvolvimento normal do feto,

diminuicdo do estresse oxidativo, além reduzir o risco de possiveis disturbios gestacionais e a
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longo prazo na vida da recém-nascido (Greenberg; Bell; Ausdal, 2008; Wadhwani; Patil; Joshi,
2018; Elshani; Kotori; Daci, 2021).

O dleo de chia destaca-se como a principal fonte vegetal de acidos graxos 6mega-3,
apresentando  68% da sua  composi¢do de acido  o-linolénico  (C18:3,
ALA), um &cido graxo essencial, visto que 0 mesmo nao é sintetizado pela nosso corpo e sua
ingestdo pela dieta é se torna necessario. Além de exibir conteudo de tocoferdis, fitoesterois,
carotenoides e compostos fenolicos (Reyes-Csudillo; Tecante; Valdivia-Lopez, 2008; Ixtaina
et al., 2011; Martinez-Cruz; Paredes-L0opez, 2014; Marineli et al., 2015). O ALA ¢ o precursor
bioldgico do acido eicosapentaenoico (EPA) e acido docosahexaendico (DHA), exemplos de
AGPIl ®-3, importantes por derivarem para a producdo de eicosanoides envolvidos em
processos metabolicos e inflamatdrios. Ademais, o éleo também contém polifendis, compostos
fenolicos bioativos (Elshani; Kotori; Daci, 2021; Parker et al., 2018; Marineli et al., 2015a;
Marineli et al., 2015b). Sendo assim, exibe poder antioxidante, anti-inflamatorio e potenciais
benéficos frente a distlrbios metabdlicos (Moreira et al., 2022; Ahmed et al., 2021; Cavalli et
al., 2021).

Desse modo, o objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia da suplementacéo
materna com o dleo de chia em marcadores metabdlicos, como perfil glicidico e lipidico, além
de marcadores do estresse oxidativo hepatico, na prole adulta submetidos a hiperalimentagéo
pos-natal, como um modelo de programacdo metabdlica.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Animais

Esse trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFLA),
sob protocolo n® 050/2019, e foi conduzido no Biotério do Departamento de Nutricdo (DNU)
da UFLA. O periodo experimental teve duracdo de aproximadamente 180 dias. Para o estudo
em questdo foram obtidos no Biotério Central da UFLA 30 camundongos fémeas e 10 machos
da linhagem BALB/c com idade entre 45-55 dias e peso médio de 30g, para a o acasalamento
e formac&o dos grupos hiperalimentados e controles. Durante todo o periodo experimental os
animais foram mantidos em ciclo claro/escuro de 12 horas, com temperatura controlada 22+2°C
e consumo de racdo padrdo (NUVILAB CR1®) e agua ad libitum. A geragéo F1, obtida pelo
acasalamento dos animais utilizados, somou-se em 73 camundongos machos que foram

utilizados nas analises experimentais propostas pelo estudo.
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2.2 Extracdo dos 0leos para caracterizagédo

Pesou-se 100mg de cada 6leo (chia e milho) para solubilizacdo em hexano. Em seguida foi
adicionado NaOH e posteriormente aquecido em banho-maria a 65-70°C até que os globulos
de gordura ficassem transparentes (3-5min). Apos esse tempo o tubo foi resfriado em agua
corrente e adicionou-se uma solucéo esterificante, com agitacdo por 30 segundos. Logo apés, 0
tubo foi novamente aquecido em banho-maria na mesma temperatura por 5 min, com
resfriamento subsequente. Em seguida acrescentou 4mL de NaCl com homogeneizacéao
adequada adicionou-se novamente a solugdo de hexano e agitou-se por 30s. Ap0Os esse processo,
0s tubos foram mantidos na estufa a 37°C para que as fases fossem separadas (Instituto Adolfo
Lutz, 2008). A fase superior foi utilizada para anélise cromatogréafica realizada pela Central de

Analises e Prospeccdo Quimica da Universidade Federal de Lavras.

2.3 Suplementacdo materna com 6leo de chia e reajuste das ninhadas

Durante o periodo de acasalamento até o desmame da prole (21 dias apds o nascimento),
as mées foram suplementadas com 6leo de chia de origem comercial, marca Pazze, lote 05079-
5, comprado no comércio da cidade de Lavras ou 6leo de milho comercial como controle
negativo, com intuito de comparativo dos efeitos negativos do 6mega 6, marca Liza, lote LO7C
na dose definida (5g/kg), ja os animais sem suplementacdo receberam agua por gavagem para
padronizacdo da técnica em todos os animais. No total foram aproximadamente 56 dias de
suplementacdo materna e os grupos formados estdo descritos no desenho experimental (Figura
1).

2.4 Desenho experimental

Para o acasalamento, separou-se 1 macho para cada 3 fémeas durante 14 dias. Apds esse
tempo, as fémeas continuaram juntas até o nascimento das proles. Durante esse periodo, de
acordo com o Oleo estabelecido, as maes receberam a suplementacdo. Apds 2 dias de
nascimento dos filhotes, as ninhadas foram reajustadas em quatro diferentes grupos. Os grupos
Controle (C), Controle 6leo de chia (COC) e controle 6leo de milho (COM), foram mantidos
nas ninhadas convencionais, isto €&, de 8-10 filhotes. Para a formagdo dos grupos
Hiperalimentados (H), Hiperalimentado 0leo de chia (HOC), hiperalimentado 6leo de milho
(HOM) reduziu-se o numero de filhotes por ninhada para 3-4.

C= Controle com ninhada padréo (8-10 filhotes) e méaes sem suplementacéo.

COC= Controle com ninhada padréo (8-10 filhotes) e mées e maes suplementadas com

oleo de chia.
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COM= Controle com ninhada padrdo (8-10 filhotes) e mées e mées suplementadas com
6leo de milho.

H = Hiperalimentacao pds-natal com ninhada reajustada para 3-4 filhotes e maes sem
suplementacao.

HOC= Hiperalimentacdo po6s-natal com ninhada reajustada para 3-4 filhotes e mées
suplementadas com éleo de chia.

HOM= Hiperalimentacdo pos-natal com ninhada reajustada para 3-4 filhotes e maes
suplementadas com 6leo de milho.

O peso corporal (PC) foi monitorado semanalmente, através de balanca eletronica,
durante todo o periodo experimental. A porcentagem de ganho de peso corporal foi calculada
por (PF-PI/PI) x 100, sendo PF: peso final (g) aos 120 dias e PI: peso inicial (g) aos 21 dias. O
indice de Lee (Novelli et al., 2007). foi calculado a partir da divisdo da raiz cubica do PC, em
gramas, pela medida do comprimento do camundongo, em centimetros, da ponta do nariz ao

anus.

2.4.1 Eutanésia

Aos 120 dias de vida apds um periodo de 12 horas de jejum, os animais foram
anestesiados intraperitonealmente com uma mistura de Ketamina (200 mg/kg), Xilazina
(30mg/kg) e algoddo umedecido em isoflurano colocado na regido nasal e, posteriormente,
eutanasiados por exsanguinacdo cardiaca. O sangue coletado foi centrifugado para obtencéo do
plasma. O figado e os tecidos adiposos epididimal (TAE) e retroperitonial (TAR) foram

removidos, pesados e armazenados em freezer -80°C, para as analises posteriores.
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Figura 1 - Desenho Experimental. OC: 6leo de chia, OM: 6leo de milho, C: controle, COC:
controle dleo de chia, COM: controle 6leo de milho, H: hiperalimentado, HOC:
hiperalimentado 6leo de chia, HOM: hiperalimentando 6leo de milho, TTOG: teste
de tolerancia oral a glicose, TSI: teste de sensibilidade a insulina.

Camundongos linhagem BALB/c

3 fémeas por caixa + 1 macho

14 dins Periodo de acasalamento

Suplementaciao materna com OC, OM
(Periodo de acasalamento até o desmame)

/ N\
0C 5g/Kg OM 5g/Kg

21 dias gestagdo Fémeas juntas até o nascimento da prole

Apos nascimento — separag@o das mies e reajuste das ninhadas

C cocC COM H HOC HOM
8-10filhotes 8-10filhotes 8-10filhotes 3-4 filhotes 3-4 filhotes 3-4 filhotes

Apods desmame, “— Desmame aos 21 dias de vida
alimentacdo com
ragdo padraoe
agua.

Separagdo das mées dos filhotes

120 dias de vida geragdo F1 (machos) —
TTOG. TSI e eutanasia

Andlises
* Antropométricas
* Metabolicas

Fonte: Do autor (2023).

2.5 Teste de tolerancia oral a glicose e teste de sensibilidade a insulina
Aos 120 dias de vida, realizou-se o teste de tolerancia oral a glicose (TTOG), onde

apos jejum de 6 horas, os animais receberam solucéo de D-glicose, 2g/kg de peso corporal, por
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gavagem. A glicemia caudal foi monitorada com auxilio de um glicosimetro Accu-Chek Active
®, nos tempos 0, 15, 30, 60 e 120 minutos apds a gavagem. Os dados da glicemia estdo
apresentadosem mg/dL. A area sob a curva (AUC) foi calculada a partir do ponto da glicemia
no tempo zero e do tempo 120 min, utilizando o programa GraphPad Prism verséo 5.0.

No dia seguinte ao TTOG foi realizado o teste de sensibilidade a insulina (TSI) nos
animais. O teste de sensibilidade a insulina foi realizado em camundongos alimentados, 0s quais
receberam injecdo intraperitoneal de insulina regular (0,75 U insulina/kg de PC). As amostras
de sangue foram retiradas da cauda dos animais aos 0, 15, 30 e 60 minutos apos a injecao para
afericdo dos niveis de glicose utilizando glicosimetro Accu-Chek Active ®. Os dados da
glicemia serdo apresentados em mg/dL (Santos et al, 2008). A area sob a curva (AUC) foi
calculada a partir do ponto da glicemia no tempo zero e do tempo 60 min, utilizando o programa

GraphPad Prism verséo 5.0.

2.6 Perfil glicémico e lipidémico

As concentracfes plasmaticas, em jejum, de glicose, triacilglicerol (TAG), colesterol
total e HDL-colesterol foram determinadas através de metodos enzimaticos colorimétricos, de
acordo com os sistemas comerciais Liquiform® (Labtest Diagndstica). As amostras foram
preparadas e as analises foram realizadas de acordo com as instrucdes do fabricante. Os valores
estdo apresentados em mg/dL.

2.7 Concentracdo sérica de insulina

A concentracdo de insulina no soro foi quantificada por meio do kit ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay) especifico para camundongos (Ref. RAB0817, Merck KGaA,
Darmstadt, Alemanha). O procedimento seguiu o protocolo de acordo com o fabricante. O

resultado esta expresso em Ul/mL.

2.8 Conteudo de lipidios do tecido hepatico
Os lipidios foram extraidos por solventes organicos de acordo com a metodologia de
Folch, Lees e Sloany Stanley (1957). As amostras extraidas permaneceram na estufa para a

secagem a 37°C, por cerca de trés dias, para se obter os de lipidios totais.

2.9 Estresse oxidativo do tecido hepético
Amostras de tecido hepéatico 100mg de tecido acrescido de 1,0mL de PBS foram

homogeneizadas, centrifugadas a 12000 rpm por 10 minutos a 4 °C e o sobrenadante foi
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armazenado a -20 °C para as dosagens posteriores de producdo de espécies reativas ao acido
tiobarbitdrico, hidroperdxido, atividade de superoxido dismutase e catalase. Proteinas totais das

amostras foram determinadas pelo método de Bradford (1976).

2.9.1 Dosagem de peroxidacao lipidica

A avaliacdo da peroxidagdo lipidica foi realizada pela determinacdo das substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), de acordo com Wallin et al. Foi adicionado 1mL de
solucdo TBARS (contendo acido tricloroacético (TCA 15%), acido tiobarbitirico (TBA
0,0375%) e &cido cloridrico (HCL 0,25 N) nas amostras. Os tubos foram mantidos em banho-
maria fervente (100°C) por 15 minutos e entdo colocadas sob agua corrente até esfriarem.
Posteriormente, foram adicionados 0,75mL de alcool butilico, e centrifugadas. A leitura foi
realizada a 535nm. A concentracdo de TBARS foi expressa por nmol de malondialdeido
(MDA)/mg de proteina.

2.9.2 Dosagem de hidroperoxidos

A dosagem da concentracdo de hidroperdxidos foi realizada por meio do ensaio da
oxidagédo ferrosa do Xilenol Orange (Nourooz-Zadeh, 1994; Nelson Dp, 1972). O ensaio
consiste basicamente na oxidagdo de ions ferrosos (Fe?*) a férricos (Fe**) sob condicdes acidas
pelos hidroperdxidos, o indicador utilizado Xilenol Orange, se liga ao ion férrico produzindo
um cromoforo azul-arroxeado. A absorbancia foi lida a 560nm. Os resultados foram expressos

por umol/mg de proteina.

2.9.3 Atividade da enzima catalase

A dosagem da atividade de catalase (CAT) se baseia no decaimento da absorbancia do
peréxido de hidrogénio (H202) — (Abs240) pela metabolizacdo deste pela catalase (2H202
=2H20 + O2) (DIETERICH DC et al, 2007). Em 100pL de homogenato foram acrescentados
2mL de tampdo fosfato 50mM e 50uL de solucdo de H>O2 (0,3M) e lida a absorbancia no
espectrofotdbmetro em 240nm em 0 e 60 segundos. A atividade da CAT foi calculada utilizando
a seguinte equacdo: (absOseg-abs60seg/0,1) *diluicdo/mg de proteina. Os resultados foram

expressos por AE/min/mg de proteina.

2.9.4 Dosagem da atividade da enzima Superdxido Dismutase
A dosagem da concentragdo da superoxido dismutase (SOD) € baseada na sua

habilidade de limpar o radical O., diminuindo a razdo de auto-oxidagdo do pirogallol,
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metodologia adaptada de Dieterich et al. (2006). Em 30uL de homogenato foram acrescidos de
99uL de tampao fosfato, 6L de MTT (brometo de dimetiltiazol- difeniltetrazolium) e 15uL de
pirogallol. Apds 5 minutos de incubacdo a 37°C, a reacgdo foi parada com 150uL de DMSO
(dimetil sulfoxido) e a absorbancia lida a 570nm. O resultado é expresso em U SOD/mg de

proteinas/mL.

2.10 Microscopia de luz do tecido hepatico

Fragmentos do figado foram coletados e fixados em solucdo de formaldeido a 4% por
72h e posteriormente transferidos para solugédo de etanol a 70%. Em seguida, as amostras foram
desidratadas sem serie alcodlica (70, 80, 90, 95 e 100%) por intervalos de 30 min cada,
diafanizadas em xilol e embebidas em parafina. Os blocos obtidos foram seccionados em
micrétomo Lupetec MRP09 a 4um e distribuidos em lamina de vidro. Um minimo de trés
laminas com dois cortes cada foram obtidas para cada amostra. Os cortes foram entdo corados
com hematoxilina e eosina. As laminas foram montadas com Entellan® e laminula para
posterior analise histopatoldgica. As laminas histoldgicas foram avaliadas por um pesquisador
independente e de forma cega, especialista em patologia veterinaria e, a fim de identificar a
ocorréncia de lesdes ou qualquer outro tipo de alteragcdo microscopica. As imagens histoldgicas
foram capturadas com camera acoplada a microscopio Optico (microscopio binocular CX31,
Olympus Optical do Brasil Ltda, S&o Paulo, SP, Brasil).

2.11 Anélises estatisticas

Os dados foram descritos por média e desvio padrdo. A normalidade dos dados foi
avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. As analises estatisticas para dados paramétricos foram
realizadas por ANOVA one-way seguida do Teste de Tukey, para dados ndo paramétricos
foram realizadas por ANOVA one-way seguida do Teste de Dunn’s. As analises e gréaficos
foram elaborados utilizando o programa GraphPad Prism, verséo 5.0. O nivel de significancia
adotado foi de p<0,05.

3 RESULTADOS
3.1 Analise da composicéo quimica dos 0leos

O oleo de chia de origem comercial, marca Pazze, lote 05079-5, ¢ apresenta composi¢ao
quimica lipidica ®-3: 52% / ®6: 23% / ®9: 13%/ demais acidos graxos 12%. Ja o 6leo de milho
comercial, marca Liza, lote LO7 C, apresentou em sua composi¢do w6: 47% / ®9:36%/ demais

acidos graxos 17%.
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3.2 Peso corporal e peso dos tecidos

O peso corporal da prole de camundongos foi aferido semanalmente durante todo o
processo experimental. Os valores estdo apresentados na Tabela 1. Foi possivel observar que o
peso corporal total aos 21 dias foi 26% maior no grupo H comparado ao grupo C (p<0,05) e
29% maior no grupo HOC comparado ao grupo COC (p<0,05). Ja aos 120 dias a diferenca de
peso corporal se manteve apenas no grupo HOC, o qual foi 14% maior comparado ao grupo
COC (p<0,05).

Em relacdo ao percentual de ganho de peso, foi possivel observar que o grupo HOM foi
46% menor comparado ao grupo COM (p<0,05). Ao analisar o Indice de Lee, pardmetro
utilizado para mensurar obesidade, observou-se que o grupo HOC foi 10% maior comparado
ao grupo COC (p<0,05).

Tabela 1 - Peso corporal aos 21 e 120 dias de vida, Ganho de peso (%) e indice de Lee dos
grupos Controle (C), Controle suplementado com 6leo de chia (COC), Controle
suplementado com 6leo de milho (COM), Hiperalimentado (H), Hiperalimentado
suplementado com 6leo de chia (HOC), Hiperalimentado suplementado com 6leo
de milho (HOM).

C coc COM H HOC HOM
n=14 n=11 n=13 n=11 n=10 n=14

Peso (g 98 10205075  1030:161  9,95+260 1298r1304s o UrLA 13SLE2S2

F;e.i‘; %5)0 35804184  3463+103 35844301  38.27+1.66 39’6531'9 37,56+3.49
Percentual  250,9+3308 241846490 284,8+1023 1983+37.92  1091+37,  184,6446.24
de ganho de ## 0

peso (%)

indice de 1258005 1212005  124%007 1313006 1344006  1,29%0,11

Lee

Dados apresentados como média + desvio padrdo da média *p<0,05 vs COC; ##p<0,05 vs HOM; $
p<0,05 vs C; * p<0,05 vs COC; *p<0,05 vs COC
Fonte: Do autor (2023).

Em relacdo ao peso dos tecidos normalizados pelo peso corporal total, indicados na

Tabela 2, ndo houve diferenca significativa em nenhum dos grupos.
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Tabela 2 - Peso do figado, tecido adiposo (TA) retroperitoneal e epididimal normalizados pelo
peso corporal (PC em g) em relagéo aos grupos Controle (C), Controle suplementado
com oOleo de chia (COC), Controle suplementado com 6leo de milho (COM),
Hiperalimentado (H), Hiperalimentado suplementado com o6leo de chia (HOC),
Hiperalimentado suplementado com 6leo de milho (HOM).

Peso dos tecidos c coc COM & HOC HOM
n=14 n=11 n=13 n=11 n=10 n=14
Figado (g/g de 0,04508+0, 0,0477+0,0 0,0433+0,0 0,0448+0,0 0,0495+0,0 0,0456+0,0
PC) 0032 039 048 051 064 043
TA retroperitoneal  0,0022+0,0 0,0022+0,0 0,0041+0,0 0,0029+0,0 0,0028+0,0 0,0028+0,0
(9/g de PC) 013 010 019 021 014 022
TA epididimal 0,0099+0,0 0,0118+0,0 0,0010+0,0 0,0121+0,0 0,0127+0,0 0,0112+0,0
(g/g de PC) 048 031 039 032 045 067

Dados apresentados como média + desvio padrao.
Fonte: Do autor (2023).

3.3 Marcadores Metabolicos

Ao investigar a tolerancia a glicose, verificou-se que o grupo HOM teve uma média de
glicemia maior que o grupo COM nos tempos 0 e 120 min (p<0,05) (Figura 2A), com
consequente aumento da area sob a curva (HOM vs COM, p<0,05) (Figura 2B) .do grupo HOM
em relacdo ao COM. Né&o houve diferencas significativas entre os outros grupos. Ja em relacdo
a sensibilidade a insulina, observou-se que o grupo HOC apresentou menor glicemia em relagédo
ao COC no tempo 15min (Figura 2C), sendo que na AUC apresentou a mesma reducéo (Figura
2D). Ja no tempo 30 e 60min, o grupo HOM apresentou maior glicemia em relagdo ao grupo
HOC, fato que também foi notado na AUC (p<0,05). Outras diferencas entre 0os grupos ndo

foram encontradas.
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352  Figura 2 A) Curva Glicémica (mg/dL) vs tempo (min) do Teste de Tolerancia Oral a Glicose

353 (TTOG); B)AUC aos 120 dias de vida dos grupos experimentais do TTOG; C) Curva
354 Glicémica (mg/dL) vs tempo (min) do Teste de Sensibilidade a Insulina (TSI) e D)
355 AUC aos 120 dias de vida dos grupos experimentais do TSI. Controle (C), Controle
356 suplementado com 6leo de chia (COC), Controle suplementado com 6leo de milho
357 (COM), Hiperalimentado (H), Hiperalimentado suplementado com 6leo de chia
358 (HOC), Hiperalimentado suplementado com éleo de milho (HOM). # HOM vs COM
359 (p<0,05), * HOM vs COM (p<0,05), # HOC vs COC (p<0,05), &*HOM vs HOC
360 (p<0,05), &# HOM vs HOC (p<0,05)
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361
362 Fonte: Do autor (2023).
363
364 A glicemia, insulinemia e lipidograma (Tabela 3) se revelaram semelhantes entre os

365  grupos, somente os triacilgliceréis do grupo COC apresentaram concentracGes aumentadas
366 quando comparados ao grupo COM. Na analise tecidual do figado, os lipidios totais nédo
367  apresentaram variacdo significativa entre 0s grupos.
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377  Tabela 3 - Glicemia, insulinemia e perfil lipidico em jejum dos grupos experimentais Controle

378 (C), Controle suplementado com 6éleo de chia (COC), Controle suplementado com
379 6leo de milho (COM), Hiperalimentado (H), Hiperalimentado suplementado com
380 o6leo de chia (HOC), Hiperalimentado suplementado com 6leo de milho (HOM).
C cocC COM H HOC HOM
n=>5 n=5 n=>5 n=>5 n=>5 n=>5
Parametros
Plasmaticos
Glicemia 68,37+29,2 113,4+256 48,91+58,3 68,91+55,0 108,2+45,0
(mg/dL) 1 1 8 1 133+26,92 3
Insulinemia 162,3+70,7 195,4+117, 247 4+ 118,7+95,5
(1U/mL) 9 1 90+27,83 104+53,83 177.2 6
Colesterol total 77,60+28,2 62,32+36,8 46,14+18,8 48,70+28,8 84,49+10,1 65,79+25,0
(mg/dL) 4 3 5 9 4 2

HDL-colesterol 1) 51407  0286:2,03 7,801242 11,33:847 1043:255  7,80£2,42

(mg/dl)
Triacilglicerois
(mg/dL) 52,075110,7 69,3%23,3 29,57+1 .31 51,635128,6 61,587113,6 39,71+7,07
Lipidios hepéticos
Lipidios totais 270,6£67,1 32024955 344,8+935 30964686 ., 4..,, 29784509
(mg/g de figado) 2 7 3 7 T 4
381  Dados apresentados como média + desvio padrdo. Sendo, * p<0,05 vs COM.
382  Fonte: Do autor (2023).
383
384
385 Para avaliar o estresse oxidativo, foram realizadas analises do tecido hepatico (Figura

386 3A, 3B, 3C, 3D). A avaliacdo da peroxidacao lipidica foi realizada pela determinacdo das
387  substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS). Foi também determinada a dosagem da
388  concentracdo de hidroperdxidos, produto de oxidagdo, além da concentracdo da enzima
389  superoxido dismutase (SOD) e atividade da catalase (CAT), enzimas antioxidantes. Nas
390 andlises realizadas, ndo foi encontrada nenhuma diferenca significativa entre os grupos
391  estudados.
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401 Figura 3 - Estresse oxidativo hepatico. A) Substancias reativas ao acido tiobarbitdrico

402 (TBARS). B) Concentracdo de Superoxido dismutase. C) Concentragdo de
403 hidroperdxidos. D) Atividade da Catalase. Controle (C), Controle suplementado
404 com 6leo de chia (COC), Controle suplementado com 6leo de milho (COM),
405 Hiperalimentado (H), Hiperalimentado suplementado com 6leo de chia (HOC),
406 Hiperalimentado suplementado com 6leo de milho (HOM).
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408 Fonte: Do autor (2023).

409

410 3.4 Analise histologica do figado

411 As analises histologicas do tecido hepatico (Figura 4) ndo apresentaram nenhuma

412  variacdo significativa entre os grupos. Todos apresentaram caracteristicas comuns para figado
413  de camundongos como, por exemplo, vacuoliza¢des discretas aleatorias, moderadas em regifes

414  centro lobulares.
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Figura 4 - Analises Histopatologicas por microscopia de luz. A) Grupo Hiperalimentado. B)
Grupo Hiperalimentado Oleo de chia. C) Grupo Hiperalimentado Oleo de Milho.
D) Grupo Controle. E) Controle Oleo de Chia. F) Controle Oleo de Milho.

4 DISCUSSAO

Em animais mudancas na nutricdo e crescimento durante o inicio da vida pds-natal
podem ter efeitos permanentes no metabolismo na idade adulta (Kayser, Gouran, Bouret et al.,
2015). O presente trabalho utilizou reducéo do tamanho da ninhada a fim de investigar os efeitos
da suplementacdo materna com 0leo de chia, apresentando como foco a analise da dosagem
anteriormente definida (5mg/kg) do 6leo, utilizando 6leo de milho como controle negativo e
agua (placebo).

O excesso de alimentacdo, na vida pos-natal precoce, € uma janela critica para o
desenvolvimento, resulta a longo prazo em consequéncias para 0 ganho de peso e equilibrio
energético, contribuindo para o aumento na incidéncia de doencas metabdlicas na idade adulta,
0s quais ainda ndo sdo completamente explicados por fatores genéticos e de estilo de vida
(Enes-Marques et al., 2020).

No presente trabalho, os animais hiperalimentados suplementados com dleo de chia e
sem suplementagdo, mostraram maior peso aos 21 quando comparados aos seus controles, ja
aos 120 dias somente os animais suplementados com 6leo de chia tiveram peso maior. Em
estudos prévios, EnesMarques; Giusti-Paiva (2018), Conceicéo et al (2013) e Rodrigues et al

(2009) reajustaram ninhadas de ratos Wistar para modelo de hiperalimentagéo, e demonstraram
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que estes desenvolveram aumento de peso corporal precocemente, sendo notado j& ao desmame
e persistindo na idade adulta, fato ndo encontrado em nosso trabalho

O indice de Lee foi maior no grupo HOC comparado ao seu controle. Esse indice pode
ser utilizado como uma maneira simples de mensurar obesidade em experimentos sujeitos a um
método de ganho de peso. Entretanto, a associacdo do indice de Lee com outros parametros,
como metabdlicos, é necesséria para melhor interpretacdo dos resultados (Bernardis; Patterson,
1968; Bressan et al., 2013). O aumento da adiposidade esta intimamente relacionado ao
aumento da geracdo de EROs e ao estresse oxidativo, podendo ser uma condi¢éo precoce no
desenvolvimento de doencas cronicas que estdo relacionadas a obesidade. Estudos com
modelos de hiperalimentacdo pds-natal tém demonstrado reducdo na atividade de enzimas
antioxidantes, como SOD, CAT, GPx e aumento de dano oxidativo no tecido hepatico
(Conceicdo et al., 2013; Habbout et al., 2012, 2013; Monteiro, 2020). Surpreendentemente, 0
modelo de hiperalimentacdo aqui explorado ndo exibiu alteracbes dos marcadores de estresse
oxidativo nos tecidos adiposo epididimal e hepatico, fato que impossibilitou analisar o potencial
modulatério do 6leo de chia nesse contexto.

Além disso, é importante ressaltar que o ALA encontrado no éleo da semente de chia €
o precursor nutricional do &cido docosahexaendico (DHA) e do &cido eicosapentaendico (EPA).
O DHA esta relacionado com diversas fungdes no corpo humano, exercendo um papel
fundamental no desenvolvimento fisiolégico e normal do individuo desde a fase embrionéria
até os anos posteriores de vida. EPA e DHA apresentam fun¢des na adiposidade, modulacao do
perfil de &cidos graxos e metabolismo glicidico. A conversdo de ALA em seus metabdlitos e
sua concentracdo no leite materno é um processo altamente regulado e para que aconteca de
forma adequada é necessario que a quantidade de ALA ingerido pela mée seja suficientemente
alta devido a sua transformacdo metabdlica em DHA (Poudyal et al, 2013; Valenzuela et al,
2015).

Em projeto piloto desenvolvido inicialmente pelo grupo de pesquisa, ficou evidente que
na prole hiperalimentada, cujas maes foram suplementadas com 6leo de chia nas dosagens de
2,5 e 5g/kg PC/dia, sendo que as alteracGes metabolicas foram atenuadas especialmente na dose
de 5g/kg PC/dia; o peso corporal e as demais dosagens bioquimicas (teciduais e sistémicas)
mantiveram-se semelhantes aos animais controles durante toda fase experimental. Isto posto,
questiona-se a possibilidade de que o possivel potencial modulatério do 6leo de chia seja dose-
dependente. Dados os fatos apresentados, a escolha da dosagem no presente trabalho se baseou

nos resultados anteriores.
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Ademais, o tipo de 6leo utilizado pode ter influenciado nos resultados encontrados, visto
que em muitos estudos nessa linha utiliza-se 6leo de peixe. Em dados ainda ndo publicados do
nosso grupo de pesquisa, foi avaliado os efeitos da suplementacdo materna com 6leo de peixe
(1g/kg pc/dia) na modulacdo de marcadores metabdlicos em animais hiperalimentados em
periodo pos-natal, a suplementacdo ocorreu durante os periodos de acasalamento, gestacdo e
lactacdo. A suplementacdo indireta preveniu a intolerancia a glicose, o aumento da glicemia em
jejum, do colesterol total e LDL-c nos animais adultos, além de elevar suas fragdes de HDL-c
guando comparados aos animais do grupo H nédo suplementado. Os niveis séricos de leptina e
resistina também foram reduzidos nos animais cujas maes foram suplementadas (Lopes, 2020).

No entanto, os dados ainda ndo sdo consenso, Vvisto que outros estudos avaliaram a
suplementacdo materna com 6leo de peixe em diferentes tempos gestacionais, durante o
segundo e terceiros trimestres, e ndo foi observado efeito do 6leo de peixe sobre os parametros
de composicdo corporal dos filhotes (Rytter et al., 2011; Rytter et al., 2013; Muhlhausler et al.
2016).

Para mais, o tecido hepatico pode nédo ser o melhor para avaliar os beneficios causados
pela suplementacdo de PUFAS. Ha um ndmero consideravel de evidéncias que apontam o fato
de que a suplementacéo dietética com &cidos graxos poli-insaturados de cadeia longa atenuaria
0 ganho de peso corporal e acimulo de gordura, por meio de alteracGes na expressao de genes
envolvidos na regulagdo da oxidagdo de gordura no tecido adiposo. Essas alteracbes na
expressao génica contribuem para o aumento da oxidacdo de gordura e reducdo da deposicao
de gordura (Buckley; Howe, 2010). Um estudo com camundongos Swiss que foram
alimentados com uma dieta rica em gordura e receberam suplementacdo com 6leo de chia
(1,5g9/kg de dieta) apresentou melhora no metabolismo da glicose dos animais obesos
suplementados. Os autores sugeriram que o resultado se deva ao aumento do escurecimento do
tecido adiposo subcutaneo, com beneficios no metabolismo da glicose e na resisténcia a insulina
relacionada a obesidade (Fonte-Faria et al., 2019).

Em modelos de hiperalimentacdo pos-natal, alteracbes na homeostase de glicose e
lipidica podem ser encontradas, com aumento da glicemia e tolerancia a glicose reduzida
(Boullu-Ciocca et al, 2005; Kappeler et al, 2009; Plagemann et al., 1999), o que corrobora com
parte dos resultados do presente estudo, visto que o grupo HOM apresentou maior média de
glicemia em relacdo ao seu controle no TTOG nos tempos 0 e 120min, ou Seja, um aumento da
intolerancia a glicose. J& no TSI, o grupo HOC apresentou glicemia menor em rela¢do ao seu
controle. Fonte-Faria (2019), em seu estudo, suplementou camundongos C57BL/6 com éleo de

chia (1 g/kg de dieta) que também receberam dieta rica em gordura. Os resultados foram
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semelhantes, na sensibilidade a insulina dos camundongos obesos, assim como diminui¢Ges dos
niveis sanguineos de leptina e triacilglicerdis. O estudo também demonstrou que a
suplementacéo direta com 6leo de chia em camundongos obesos promoveu aumento da massa
magra e diminuicdo de gordura, com o peso corporal mantendo-se inalterado. Em nosso estudo
o0 percetual de ganho de peso dos animais suplementados com 6leo de chia também permaneceu
sem alteracéo.

Marineli et al (2015) demonstraram que a suplementacdo com semente e 6leo de chia
em ratos Wistar obesos induzido por dieta rica em gordura e frutose melhorou a tolerancia a
glicose e a sensibilidade a insulina, via aumento da expressdo de HSP70 e HSP25, importantes
proteinas de choque térmico inibidoras das quinases JNK e IKK. Além disso, houve reducao
na concentracao dos marcadores de lesdo hepatica, aspartato aminotransferase (AST) e alanina
aminotransferase (ALT), e o 6leo de chia restaurou a expressdo da superoxido dismutase e da
glutationa peroxidase.

Admite-se que o modelo explorado nessa investigacao apresentou limitacdes, visto que
algumas alteracdes metabdlicas esperadas ndo foram detectadas de forma significativa nos
animais expostos a hiperalimentacdo pos-natal, fato que limitou, em parte, uma concluséo sobre
o0 potencial modulatério do 6leo de chia sob estudo. Acredita-se que essa limitacéo se justifica,
em parte, pela linhagem utilizada.

Nesse estudo, utilizou-se camundongos BALB/c, animais que possuem homogeneidade
genética e comumente sdo utilizados em estudos que induzem a obesidade, imunoldgicos,
cardiovasculares e na producao de anticorpos monoclonais a partir de plasmaocitos. No entanto,
a grande maioria dos trabalhos na area de pesquisa envolvendo programacdo metabdlica tem
utilizado ratos Wistar ou camundongos C57BL/6. Sendo assim, a utilizagdo da linhagem Balb/c
seria uma inovacdo na area. Contudo, animais dessa linhagem parecem apresentar certa
resisténcia as alteracdes no metabolismo (Saha et al., 2020; Silva-Santana et al., 2020;
Yeritsyan et al., 2012).

Sendo assim, admite-se ainda ser necessario o aperfeicoamento do modelo de
programacdo metabolica ora proposto e entende que possivelmente a linhagem Balb/c possa
ndo ser a melhor opcdo para esse tipo de investigagdo. Mais pesquisas sd0 necessarias para
elucidar o potencial beneficio da suplementacdo materna com o 6leo de chia e os dados inéditos
dessa pesquisa poderao subsidiar investigacGes mecanisticas futuras nas desordens metabolicas

e inflamatérias.
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797 ANEXO A — Atestado de aprovacao provisorio

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS
PRO-REITORIA DE PESQUISA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Cx.P.3037 - Lavras — MG — 37200-000 — (35) 3829-5182 cha@nintec.ufla.br

ATESTADO DE APROVAGAO PROVISORIO

(o certificado definitivo serad concedido ap6s o cumprimento de todos os
critérios exigidos pela Orientacdo Técnica n®5, de 27 de abril de 2015, do
CONCEA/MCTI)

Atestamos que a proposta intitulada "Influéncia do 6leo de chia na modulagdo metabdlica e
inflamatdria em modelos de hiperalimentacdo e restricdo alimentar neonatal em camundongos
BALB/c", protocolo n® 050/19, sob a responsabilidade de Isabela Coelho Castro, Laura Cristina
Jardim Pérto Pimenta, Estéfany Ribeiro Ledo e Lylian Gabriela dos Santos, que envolve a
producdo, manutencdo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto homem), para fins de ensino e/ou pesquisa cientifica, encontra-se de acordo
com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°® 6.899, de 15 de julho
de 2009, e com as normas edificadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo
Animal (CONCEA), do Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovagdo (MCT]I), e foi aprovada
pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da Pro-Reitoria de
Pesquisa/UFLA, em reunido de 23/04/2020, podendo ser iniciada a realizacdo da sua parte
experimental.

Vigéncia da autorizagéo: de 10/05/2020 a 30/01/2026 Finalidade: ()
Ensino (x) Pesquisa Cientifica Espécie/linhagem/ragca: Camundongo
isogénico / BALB/c Numero de animais aprovados: 60
Peso/Idade: 30-40g / 45-55 dias Sexo:
macho e fémea
Origem dos animais: aguardando documentacao

Lavras, 23 de abril de 2020.

| \ L \ k >
e, y MAAN (IO

Profa. Priscila Vieira e Rosa

Presidente Interina da Comissdo de Etica no Uso de Animais CEUA

Universidade Federal de Lavras
Pré-Reitoria de Pesquisa/Comissdes Permanentes Campus
Universitario -
Caixa Postal 3037 / CEP 37200 000 — Lavras, MG - Brasil Tel.:
+55 (35) 3829 5182
cba@nintec.ufla.br - www.prp.ufla.br
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