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RESUMO

Objetivo: Investigar o efeito da suplementacdo materna com 6leo de peixe sobre o perfil
glicémico de camundongos hiperalimentados no periodo p6s-natal.

Meétodos: O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Nutricdo Experimental (LNE) do
Departamento de Nutricdo (DNU) da Universidade Federal de Lavras (UFLA), com duracédo
de 180 dias. Foram formados grupos experimentais de acordo com o interesse do estudo,
através do remanejamento de ninhadas - Hiperalimentagio (H) e Hiperalimentagdo com Oleo
de Peixe (HOP); Controle (C) e Controle com Oleo de Peixe (COP). O peso corporal e a
ingestdo alimentar dos animais foram monitorados ao longo do experimento. O teste de
tolerancia oral a glicose (TTOG) foi realizado aos 70 e 120 dias de vida dos animais. As
analises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism, verséo 6.0.

Resultados: A hiperalimentagdo p6s-natal promoveu aumento no peso corporal e na massa
adiposa, bem como diminuicao na tolerancia a glicose aos 70 e 120 dias de vida, mesmo com
a ingestdo alimentar similar entre os grupos experimentais em todo o periodo pds-desmame.
A suplementagdo materna com éleo de peixe foi capaz de prevenir o ganho de peso excessivo,
decorrente do modelo de hiperalimentacdo pos-natal, e ainda, o grupo HOP apresentou
melhor tolerancia a glicose aos 120 dias de vida.

Conclusdes: A suplementacdo materna com 6leo de peixe foi eficaz em prevenir o excesso de
peso corporal, bem como melhorar a tolerancia a glicose na prole hiperalimentada.

Descritores: Hiperalimentacio Pds-Natal. Omega-3. Tolerancia a Glicose. Obesidade.



INTRODUCAO

Atualmente um dos grandes problemas de satde publica é a obesidade, caracterizada por um
aumento no peso corporal devido ao aciimulo excessivo de gordura no organismo ’. Os
habitos alimentares, como o elevado consumo de alimentos ultraprocessados e a reducdo da
ingestdo de alimentos in natura e/ou minimamente processados influenciam no
desenvolvimento da doenga. Aspectos genéticos, sociais, comportamentais e culturais também
possuem participacio na obesidade *®. Muitos obesos desenvolvem resisténcia & insulina,
devido a alteragcbes na sinalizacdo da mesma, intolerancia a glicose e hiperlipidemia
associada. Somado ao exposto, € possivel que individuos obesos com resisténcia ou
deficiéncia na acdo da insulina tenham prejuizos no metabolismo da glicose e um grau
deprimido de termogénese °. Em decorréncia do apresentado, muitos estudos sobre a
programacdo metabdlica tém sido desenvolvidos, ja que é de conhecimento que experiéncias
nos periodos iniciais da vida impactam nos processos fisiologicos e metabdlicos na vida
adulta .

Durante os periodos iniciais da vida, ha o desenvolvimento neurolégico e imunolégico e,
alteracdes nutricionais maternas como a desnutricdo e a obesidade, assim como a ingestao
alimentar e exposicdo da prole ao ambiente durante o periodo de lactacdo, podem influenciar
o desenvolvimento de orgdos diretamente ligados ao controle do metabolismo e gasto
energético °8. Assim, modulacBes nutricionais durante estas fases, podem favorecer ou
prevenir a obesidade na vida adulta.

Os é&cidos graxos 6mega-3 representam uma familia de &cidos graxos poliinsaturados
essenciais, que nao podem ser sintetizados no nosso organismo, sendo eles: &cido alfa-
linolénico (ALA), acido eicosapentaendico (EPA) e o acido docosa-hexaendico (DHA) 7. O
ALA, um dmega-3 de origem vegetal, ap0s ser ingerido e sofrer acdo de enzimas elongases,
permite a formacdo dos outros dois importantes acidos graxos de cadeia longa: EPA e DHA
17O EPA possui a¢do anti-inflamatoria no nosso organismo, ja que auxilia na producio de
prostaglandinas E3, responsaveis por auxiliar na neutralizacdo da atividade pré-inflamatoria.
Ja o DHA apresenta relacdo direta com o desenvolvimento fetal, do cérebro e do sistema
visual 2. Desta forma, os alimentos ricos em dmega 3 sdo considerados funcionais e podem ser
encontrados tanto em formas naturais (animais marinhos) quanto via suplementacéo °.

Diante do exposto, 0 objetivo deste estudo é investigar o efeito da suplementacdo materna
com Oleo de peixe no perfil glicEmico de camundongos hiperalimentados no periodo pds-

natal.



MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Nutricio Experimental (LNE) do
Departamento de Nutricho (DNU) da Universidade Federal de Lavras (UFLA), sendo
aprovado pela Comissdo de Etica para Uso de Animais (CEUA) da mesma universidade, sob
o0 protocolo 002/2018. A duracdo do periodo experimental foi de aproximadamente 180 dias.

Delineamento Experimental

Inicialmente foram obtidos no Biotério Central da UFLA 40 camundongos C57BL/6, com
idade entre 45-55 dias, sendo 10 machos e 30 fémeas. Durante todo o periodo experimental 0s
animais foram mantidos em ciclo claro/escuro de 12 horas, com temperatura controlada em
22+2°C e consumo de racdo padrédo e agua ad libitum. Logo apds a aquisicdo dos animais, as
fémeas foram separadas em 10 caixas (n=3) e mantidas durante 15 dias para sincronizacdo do
ciclo estral. Apos este periodo, um macho foi adicionado em cada caixa para acasalamento,
sendo assim mantidos por um periodo de 10 dias. Apos o periodo de 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 com 6leo de peixe em dose de 1g/Kg de
peso corporal, enquanto as demais receberam agua em mesma dosagem. A oferta de 6leo de
peixe e agua foi realizada pela técnica de gavagem. O 0leo de peixe utilizado foi gentilmente
doado pela Fundagdo Herbarium (Curitiba, PR, Brasil), sendo rico em &cidos graxos n-3,
contendo 0,828g/capsula, na proporcao de 0,120g de EPA e 0,300g DHA.

Formacéo dos Grupos Experimentais

No segundo dia ap6s o nascimento dos filhotes, as ninhadas foram remanejadas para a
formacido dos modelos experimentais de interesse, conforme metodologia descrita em 4. O
modelo de hiperalimentacdo neonatal foi implementado com a reducdo da ninhada original
para 3-4 filhotes e deu origem aos grupos Hiperalimentacdo (H) e Hiperalimentacdo com Oleo
de Peixe (HOP); para a formacdo dos grupos Controle (C) e Controle com Oleo de Peixe
(COP) as ninhadas originais de 8-10 filhotes foram mantidas. Apo6s o periodo de lactacdo os
animais desmamados foram separados por sexo, e apenas 0os machos foram alvo de interesse

do estudo.



Peso Corporal e Ingestdo Alimentar
O peso corporal e a ingestdo alimentar foram monitorados semanalmente. Para isso foi

utilizada uma balanca analitica.

Teste Tolerancia Oral a Glicose

O teste de tolerdncia oral a glicose (TTOG) foi realizado aos 70 e 120 dias de vida dos
animais. Apds jejum de 12 horas, os animais receberam pela técnica de gavagem, solucdo de
D-glicose em dose 2g/kg de peso corporal. A glicemia foi monitorada nos tempos 0, 30, 60,
90 e 120 minutos com o auxilio de um glicosimetro Advantage® através de amostra de

sangue, obtido por puncao caudal.

Eutanasia

Posteriormente aos 120 dias de vida, os animais foram eutanasiados por exsanguinagéo, para a
coleta dos tecidos de interesse para o estudo, apOs receberem injecdo anestésica, via
intraperitoneal 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. O tecido adiposo epididimal foi pesado logo na sequéncia,

utilizando balanca analitica.

Anélise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio-padrdo. Para analise descritiva dos dados
e testes de comparacdo de grupos independentes utilizou-se o software GraphPadPrism®,
versdo 6.0. Os valores foram submetidos inicialmente ao teste de Grubbs para deteccdo de
outliers. Para avaliacao da distribuicdo normal das variaveis, foi realizado o teste de Shapiro-
Wilk. O teste de ANOVA OneWay seguido do pos teste Bonferroni foi utilizado para

comparacdo entre os grupos. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.



RESULTADOS

Peso Corporal

As Figuras 1 e 2 apresentam os resultados de peso corporal (g) para 0s grupos experimentais
(C, COP, H e HOP) aos 21 (desmame) e 120 dias de vida (eutanasia), respectivamente. Aos
21 dias, o grupo H apresentou valores significativamente maiores quando comparado ao
grupo C, com p<0,0001, e o0 OP preveniu esse aumento. Para o peso corporal aos 120 dias, 0s

valores do grupo H novamente foram elevados em relagéo ao grupo C, com p<0,01.
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Figura 1 — Peso Corporal com 21 Dias (Desmame) ****H vs C (p<0,0001) e ***HOP vs H (p<0,001).
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Figura 2 — Peso Corporal com 120 Dias (Eutanasia) **C vs H (p<0,01).

Consumo Alimentar Semanal

A Tabela 1 ilustra o consumo alimentar dos animais durante o periodo experimental. N&o foi
observada diferenca significativa em relacdo a ingestao alimentar dos animais.



Tabela 1 — Controle Consumo Alimentar entre os 4 Grupos Experimentais
C COP H HOP
1-3semanas (g)  17,35+2,645 14,63 +2,342 19,40 £1,72 20,64 +1,36
4-6 semanas () 24,58 £1,315 22,62 £1,287 25,08 +1,747 26,46 +1,189
7-9 semanas (g) 24,29 +0,82 26,16 +1,439 25,08 £0,992 26,77 £0,271
10-13 semanas (g) 23,66 £0,364 25,65 0,257 24,77 +1,073 25,18 +0,522

Tecido Adiposo Epididimal

A Figura 3 representa o peso do tecido adiposo epididimal. Os grupos H e HOP apresentaram
valores maiores quando comparados ao grupo C (p,0,05 e p<0,0001, respectivamente). Por
fim, a comparacdo entre HOP e COP indica que o grupo HOP obteve maior media na
comparagdo com o grupo COP, com p<0,0001.
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Figura 3 — Relacéo Entre o Tecido Adiposo Epididimal e o Peso Corporal *H vs C (p<0,05),
****HOP vs C (p<0,0001) e ####HOP vs COP (p<0,0001).

Teste de Tolerancia Oral a Glicose - TTOG

Ao septuagésimo e centésimo vigésimo dias de vida dos animais, 0s grupos de camundongos
C, COP, H e HOP, foram submetidos ao TTOG, onde se acompanhou a curva glicémica
(mg/dL) vs tempo (min). Como forma de se aprimorar e facilitar a andlise, foi calculada a
Area Sob a Curva (AUC) de ambos os TTOG (70 dias e 120 dias) para apresentacdo dos
resultados.

Os resultados para o dia 70 sdo mostrados abaixo, na Figura 4.
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Figura 4 — AUC — Area sob a Curva a partir do teste de tolerancia oral a glicose (TTOG) realizado aos
70 dias de vida dos animais dos grupos C (n=8), COP (n=11), H (n=8) e HOP (n=14).

Para a AUC aos 70 dias os resultados mostram que o grupo H apresentou valores
significativamente elevados quando comparado ao grupo C, com nivel de significAncia de
p<0,001, e os valores do grupo HOP tambem foram significativamente maiores em relagéo
aos grupos COP e C, ambos com p<0,0001, onde: *** (p<0,001) H vs C. **** (p<0,0001)
HOP vs COP. #### (p<0,0001) HOP vs C.

Abaixo, na Figura 5 sdo mostrados os resultados para o dia 120, onde em seguida ¢ feita
também uma breve descrigdo dos resultados obtidos nesta etapa.
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Figura 5— AUC — Area sob a Curva a partir do teste de tolerancia oral & glicose (TTOG) realizado aos
120 dias de vida dos animais dos grupos C (n=8), COP (n=11), H (n=8) e HOP (n=14).

Com a anélise da area sob a curva do TTOG aos 120 dias, observou-se que o grupo H
manteve valores significativamente maiores quando comparado ao grupo C, com nivel de
significancia p<0,05. Ja os valores para grupo HOP foram significativamente menores em

relacdo ao grupo H (p<0,05).
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DISCUSSAO

A expansdo do tecido adiposo visceral, caracteristica da obesidade, se relaciona com a génese
de diversos distarbios metabdlicos e inflamatorios, dentre eles alteragdes no metabolismo da
glicose . Conforme o esperado, a hiperalimentagio pds-natal promoveu aumento no peso
corporal e na massa adiposa, bem como diminui¢&o na tolerancia a glicose aos 70 e 120 dias
de vida, mesmo com a ingestéo alimentar tendo sido similar entre 0s grupos experimentais em
todo o periodo pds-desmame. Tais resultados também foram encontrados e discutidos em !,
onde grupos de ratos hiperalimentados foram comparados com grupos controle (ambos em
dietas maternas), observando-se maior peso corporal e uma tendéncia a desenvolver
resisténcia a insulina. O autor comenta que uma dieta materna rica em gorduras levou a
programacédo adversa do balanco energético, composicao corporal e metabolismo na prole
masculina adulta.

O O6leo de peixe surge como potencial atenuante das intercorréncias metabdlicas e
inflamatdrias associadas a obesidade, bem como na prevencdo desses distdrbios. Neste
trabalho, a suplementacdo materna com 0Oleo de peixe foi capaz de prevenir o ganho de peso
excessivo decorrente do modelo de hiperalimentacdo pds-natal. Ainda, o grupo HOP
apresentou melhor tolerancia a glicose aos 120 dias de vida. Esses resultados corroboram com
dados apresentados no trabalho ©, onde o autor comparou 2 grupos experimentais que
receberam dietas maternas ricas em gorduras, sendo um destes com ingestédo de dleo de peixe,
o qual apresentou melhor sensibilidade a insulina .

Os mecanismos pelos quais 0 dmega-3 podem reduzir a gordura corporal e melhorar a
tolerancia a glicose ainda estdo sendo explorados !. Referente a gordura corporal, alguns
estudos sugerem que esses acidos graxos contribuem com a melhora da composicéo corporal
pela supressdo do apetite 2 13, Porém, Buckley & Howe * indicam que esses efeitos sio
mediados por alteracdes na expressdao de genes envolvidos na regulacdo do metabolismo
lipidico em diferentes tecidos. Para a tolerancia a glicose, a hipdtese mais difundida é que o
dmega 3 atenua a resisténcia a insulina ao reduzir a inflamagao *°. Outros trabalhos apontam
que os efeitos do aumento da sensibilidade a insulina frente ao consumo de dmega 3 estdo

relacionados com a melhora da atividade mitocondrial 1.
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CONCLUSAO

O oOleo de peixe surge como potencial atenuante das intercorréncias metabdlicas e
inflamatorias associadas a obesidade, bem como na prevencdo desses distlrbios. A
suplementacdo materna com 6leo de peixe foi capaz de prevenir o ganho de peso excessivo,
bem como promover melhor toleréncia a glicose na prole hiperalimentada no periodo pos-
natal.

Novos estudos devem ser realizados, de encontro com 0s em andamento e existentes a fim de

se ampliarem as investigagdes sobre 0 assunto.
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