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INFLUENCIA DA SUPLEMENTACAO MATERNA COM OLEO DE PEIXE NA
CONCENTRACAO DE LIPIDEOS HEPATICOS EM MODELO DE
HIPERALIMENTACAO POS-NATAL

INFLUENCE OF MATERNAL SUPPLEMENTATION WITH FISH OIL ON THE
CONCENTRATION OF HEPATIC LIPIDS IN A POST-NATAL OVERNUTRITION
MODEL

INFLUENCIA DO OLEO DE PEIXE NOS LIPIDEOS HEPATICOS.

Resumo

O objetivo do estudo foi avaliar a influéncia da suplementacdo materna com 6leo
de peixe na concentracdo de lipideos hepéaticos em modelo de hiperalimentacdo
pés-natal. Camundongos fémeas foram suplementadas com 6leo de peixe ou
agua (1lg/kg/dia via gavagem) desde o periodo de acasalamento até o desmame
(21° dia ap6s o nascimento). ApGs o0 nascimento, as ninhadas foram remanejadas
para a formagdo dos grupos experimentais, sendo os grupos Controle (C) e
Controle + 6leo de Peixe (COP), ambos com 8-10 filhotes por ninhada; e
Hiperalimentacdo Poés-natal (H) e Hiperalimentacdo pos natal + Oleo de Peixe
(HOP), cujas ninhadas foram reduzidas para 3-4 filhotes. O peso corporal e o
consumo alimentar foram aferidos semanalmente durante todo o experimento.
Ap6s 120 dias, os animais foram eutanasiados para coleta dos tecidos de
interesse para o estudo. O conteudo total de lipideos hepaticos foi extraido pelo
método de Folch et al (1957) e as concentracfes hepéticas de colesterol e
triglicerideos foram dosadas através de kit comercial. O peso corporal do grupo H
foi maior em relagcdo ao grupo C aos 21 e 120 dias de vida. O grupo HOP
apresentou menor ganho de peso em compara¢do com o grupo H, aos 21 dias de
vida. Nao foi observada diferenga significativa no consumo alimentar entre o0s
grupos, durante todo o periodo experimental. O peso do figado foi maior nos
animais hiperalimentados sem 6leo de peixe H em relacdo ao seu grupo controle
C, entretanto ndo foi observado diferengca no conteudo de lipideos totais e
colesterol hepatico entre os grupos hiperalimentado H, hiperalimentado com 6leo

de peixe HOP, controle C e controle com oOleo de peixe COP. Quanto ao



triglicerideo hepatico, o grupo H apresentou maior concentracdo em relacdo ao
seu grupo controle C. A suplementagdo materna com 0leo de peixe foi capaz de
melhorar o perfil lipidico da prole hiperalimentada.
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1 INTRODUCAO

A obesidade é uma doenca crbnica caracterizada pelo acumulo excessivo
de gordura corporal, que cursa com prejuizos a saude dos individuos, dentre elas
a esteatose hepatical. Apresenta causas multifatoriais que envolvem aspectos
ambientais e genéticos. Segundo dados do VIGITEL 2019, mais da metade da
populacao, 55,7% apresenta excesso de peso no Brasil, um aumento de 30,8%
nos ultimos 13 anos, fato atribuido as mudancas alimentares, estilo de vida e fator
socioeconémico ao longo dos anos2. A obesidade esta associada com a maior
deposicado de gordura no figado, o que favorece o desenvolvimento de esteatose
hepatica e esteato-hepatite ndo alcodlica (NASH):.

Estudos envolvendo a programacao metabdlica vém despertando interesse
na comunidade cientifica, uma vez que altera¢des na vida intrauterina e na fase de
lactacdo podem repercutir processos metabdlicos e fisiolégicos na vida adulta. A
hiperalimentacdo no periodo pés-natal vem sendo associada a uma alteracdo no
controle da fome e saciedade e no controle do gasto energético, favorecendo o
desenvolvimento da obesidade e distirbios associados durante a fase adulta’.

Alguns nutrientes e compostos bioativos atuam modulando as vias
imunometabdlicas de interesse para o estudo da obesidade. O 6leo de peixe, rico
em A&cidos graxos essenciais da série 6mega-3 (n-3), em especial os acidos
eicosapentandico (EPA) e decosahexaendico (DHA), possui, propriedades anti-
inflamatérias e antioxidantes®, contribuindo para o manejo de prejuizos
metabdlicos e inflamatérios associados ao excesso de gordura corporal®. Esse
trabalho tem como objetivo avaliar os efeitos da suplementacdo materna com 6leo
de peixe na concentracdo de lipideos hepaticos em modelo de hiperalimentacdo

pos-natal.
2 METODOS
O trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Nutricdo Experimental (LNE)

do Departamento de NutricAo (DNU) da Universidade Federal de Lavras (UFLA),
sendo aprovado pela Comissdo de Etica para Uso de Animais (CEUA) sob o
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protocolo 002/2018. A duracdo do periodo experimental foi de aproximadamente
180 dias.

2.1 Delineamento Experimental

Inicialmente foram obtidos no Biotério Central da UFLA 40 camundongos
C57BL/6, sendo 10 machos e 30 fémeas. Durante todo o periodo experimental os
animais foram mantidos em ciclo claro/escuro de 12 horas, com temperatura
controlada em 22+2°C, e consumo de racdo padrdo e agua ad libitum. A apos a
aguisicao dos animais, as fémeas foram separadas em 10 caixas (n=3) e mantidas
durante 15 dias para adaptacao e sincronizacdo do ciclo estral. ApGs este periodo,
um macho foi adicionado junto a cada 3 fémeas para acasalamento durante um
periodo de 10 dias. Apés o0 acasalamento os machos foram descartados e as
fémeas permaneceram juntas até o nascimento dos filhotes. Entre o periodo de
acasalamento até o desmame dos filhotes, que ocorreu com 21 dias de vida, 15
fémeas foram suplementadas diariamente, por gavagem com 6leo de peixe em
dose de 1g/Kg de peso corporal, enquanto as demais receberam adgua em mesma
dosagem. O 6leo de peixe utilizado foi doado pela Fundag¢do Herbarium (Curitiba,
PR, Brasil), sendo rico em acidos graxos n-3, contendo 0,828g/capsula, na
proporcao de 0,120g de EPA e 0,300g DHA.

No segundo dia apdés o nascimento dos filhotes, as ninhadas foram
remanejadas para a formacédo dos modelos experimentais de interesse, seguindo
modelo proposto por Habbout®. O modelo de hiperalimentacdo neonatal foi
implementado com a reducdo da ninhada original para 3-4 filhotes e deu origem
aos grupos Hiperalimentacédo (H) e Hiperalimentacdo com Oleo de Peixe (HOP),
para a formacéo dos grupos controle (C) e controle com Oleo de Peixe (COP) as
ninhadas originais de 8-10 filhotes foram mantidas. Apos o periodo de lactacdo os
animais desmamados foram separados por sexo, e apenas 0s machos foram
utilizados para o estudo. O peso corporal e 0 consumo alimentar dos animais

foram aferidos semanalmente por balanca analitica.
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2.2 Eutanasia

Apos jejum de 12 horas, os animais foram eutanasiados para a coleta dos
tecidos de interesse para o estudo, por técnica de exsanguinacdo, apos
receberem injecéo intraperitoneal de uma diluicdo preparada com PBS, cetamina
e xilazina, em proporcdo de 4:3:1, respectivamente, sendo a dose de cetamina
padronizada em 80mg/Kg de peso e de xilazina padronizada em 10mg/Kg de
peso. Os tecidos adiposos pididimal e hepatico foram pesados logo na sequéncia,

utilizando balanca analitica.

2.3 Conteudo de lipideos no tecido Hepatico

Para a determinacdo do contetdo de total de lipideos hepaticos, utilizou-se
0o método de extracdo proposto por Folch’. A dosagem de triacilglicerol e
colesterol apds a extracdo lipidica foi determinada por kit comercial, de acordo

com as instrucdes do fabricante.

2.4 Analises estatisticas

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média. Para
analise dos dados e testes de comparacdo de grupos foi utilizado o software
GraphPad Prism®, versado 6.0. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.

3 RESULTADOS

A tabela 1 representa o consumo alimentar dos grupos experimentais

durante todo o periodo poés-desmame. Nao foram observadas diferencas

significativas no consumo alimentar entre 0s grupos experimentais.
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TABELA 1: Consumo alimentar dos grupos experimentais.

c COoP H HOP
1 - 3 semanas (g) 17,35+2,645 14,632,342 19,40£1,720 20,641,360
4 - 6 semanas (g) 24 58+1.315 22,62+1,287 25,081,747 26,46+1,189
7 -9 semanas (g) 24 29+0,829 26,16+1,439 25,080,992 26,770,271
10 - 13 semanas (g) 23,660,364 25,65+0,257 24,77+1,073 25,180,522

Fonte: Da Autora (2019)

A figura 1 representa o0 peso corporal dos animais apods 21 dias de
nascimento. O grupo hiperalimentado apresentou maior peso corporal em relacao
ao grupo C e o OP preveniu esse aumento. Os animais do grupo HOP né&o
apresentaram diferenca significativa no peso corporal quando comparados ao

grupo COP.

FIGURA 1: Peso corporal aos 21 dias de vida dos grupos experimentais.
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H vs C ***(P<0,001); HOP vs H*(P<0,05).

C = Controle, H = Hiperalimentado, COP = Controle com Oleo de Peixe, HOP = Hiperalimentado
com Oleo de Peixe.

A figura 2 representa o peso corporal dos animais com 120 dias. Observa-
se que néo houve diferenca significativa entre os grupos H e HOP, entretanto, o

grupo H permanece com maior ganho de peso em comparagéo com o grupo C.
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FIGURA 2: Peso corporal aos 120 dias de vida dos grupos experimentais.
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H vs C *(p<0,05).

C = Controle, H = Hiperalimentado, COP = Controle com Oleo de Peixe, HOP = Hiperalimentado

com Oleo de Peixe.

A figura 3 representa o peso do tecido adiposo epididimal corrigido pelo

peso corporal dos animais. Foi observado que os animais hiperalimentados H e

hiperalimentados com 6leo de peixe HOP apresentaram maior contetdo adiposo

em comparagao com 0s seus respectivos controles, grupo C controle do grupo H,

e grupo COP controle do grupo HOP.

FIGURA 3: Peso Tecido Adiposo epididimal corrigido pelo peso corporal dos grupos

experimentais.
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H vs C *(p<0,05); HOP vs C ***(p<0,001); HOP vs COP(p<0,0001).

C = Controle, H = Hiperalimentado, COP = Controle com Oleo de Peixe, HOP = Hiperalimentado

com Oleo de Peixe.
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A figura 4 representa o peso do figado corrigido pelo peso corporal dos
animais. Nota-se que o grupo H apresentou peso do figado aumentado em
comparacao com o grupo C, enquanto o mesmo nao foi observado no grupo HOP.

FIGURA 4: Peso Figado corrigido pelo peso corporal dos grupos experimentais .
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H vs C *(p<0,05).

C = Controle, H = Hiperalimentado, COP = Controle com Oleo de Peixe, HOP = Hiperalimentado
com Oleo de Peixe.

A figura 5A representa o conteudo total de lipideos hepaticos, onde néo
houve diferenca significativa entre os grupos experimentais. A figura 5B mostra o
triacilglicerol hepatico dos grupos experimentais. O grupo H apresentou maior
concentracdo em relacdo ao grupo C, enquanto o grupo HOP manteve a
concentragcdo hepatica de triacilglicerol semelhante aos animais controle. A figura
5C representa o colesterol hepético, onde ndo houve diferenca significativa entre

0S grupos analisados.
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FIGURA 5A: Conteudo total de lipideos hepéticos dos grupos experimentais. FIGURA
5B: Triacilglicerol Hepatico.

FIGURA 5C: Colesterol hepatico.

1
i
|

=]

& °] .

© 4. T S -

T £38 4

D T g T
o 34 T 3]

E K

Ja 74 3,_[? 2]

B o0

2 TE 1

w 14 2=

° ~

@ o

'E T T
‘E_'D' T T < Q\ c)Q OQ

3 C ? & & © N

H vs C **(p<0,01).

C = Controle, H = Hiperalimentado, COP = Controle com Oleo de Peixe, HOP = Hiperalimentado
com Oleo de Peixe.

Colesterol Hepatico
(mmol/g de figado)

C = Controle, H = Hiperalimentado, COP = Controle com Oleo de Peixe, HOP = Hiperalimentado
com Oleo de Peixe.

4 DISCUSSAO

Dados da VIGITEL (2019) indicam que mais da metade da populagéao
brasileira apresenta excesso de peso. Sabe-se que a obesidade é um grande
percursor para o desenvolvimento de comorbidades metabdlicas, e que fatores
genéticos e ambientais apresentam grande importancia no controle do peso,

composicéo corporal e na regulacdo da resposta metabdlica ®°. Estudos mostram
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gue a obesidade e 0 aumento de peso materno durante a gestacdo tém influéncia
no aumento de peso e obesidade da prole a curto e longo prazo; e a obesidade
durante no inicio da vida est4 associada a vida intrauterina e neonatal'®**

A suplementacdo materna com 6leo de peixe foi capaz de melhorar o perfil
lipidico da prole hiperalimentada em comparacdo ao seu grupo controle no
presente estudo. Estudos experimentais com roedores mostram que, mesmo com
um alto consumo de lipideos, quando incorporado acido graxo 6mega-3 na dieta,
0S mesmos apresentaram uma reducdo no actUmulo de gordura corporal'**®.
Portanto, a suplementacdo materna com Oleo de peixe durante a gestacdo e
lactacdo, pode exercer efeito positivo na prevencao do ganho de peso excessivo
dos animais hiperalimentados como foi possivel observar no estudo presente.

O trabalho de Zivkovic et al.'’, demonstrou que a suplementacéo diaria com
um grama de 6leo de peixe (6mega-3) em camundongos, reduz a concentracdo
plasmatica de triglicerideos e das enzimas marcadoras de danos hepaticos, além
de reduzir o grau de esteatose hepatica; com o aumento da dose diaria para duas
gramas, observou-se a regressao da esteatose hepatica e reducdo dos niveis de
TNFa'’. Essas informacdes indicam que o 6leo de peixe apresenta importante
papel na melhora do perfil lipidico, reducdo da inflamacdo ocasionada pela
obesidade e reducao de danos hepéticos decorrentes do acumulo de gordura.

As observacdes feitas no estudo presente e nos estudos citados se deve a
forma em que o 6leo de peixe 6mega-3 age no organismo competindo com o
acido araquidénico na formacéo de prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos;
produzindo uma inibicdo da agregacdo plaquetaria (efeito anti-trombdtico) e
estimulando a vasodilatacdo; produzi efeitos antiinflamatorios e reduzi a
guimiotaxia dos leucdcitos; inibi a sintese de trigliceridios em nivel hepatico e inibi
a secrecdo de VLDL; favorece a secrecao hepética de VLDL de menor tamanho,
que se transforma em LDL de maior tamanho, consideradas ndo aterogénicas;
estimula o transporte reverso de colesterol, favorecer sua captacéo pelo figado e
sua eliminacao pela via biliar.

O estudo presente indica que o Oleo de peixe se apresenta como potencial
terapéutica adjuvante na prevencdo e tratamento dos disturbios metabdlicos
associados a obesidade. Mais estudos sdo necessarios para elucidar os

mecanismos pelos quais a suplementacao indireta pode exercer esses efeitos.
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5 CONCLUSOES

A suplementagdo materna com Oleo de peixe se apresenta como
alternativa para a prevencédo do excesso de peso corporal e das alteragbes no
perfil lipidico hepético. Entretanto, sdo necessarios mais estudos para melhor
elucidar os mecanismos pelos quais a suplementacdo indireta age através da

programacao metabdlica.
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