UNIVERSIDADE DO EXTREMO SUL CATARINENSE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE

ANGELA CAROLINE DA LUZ BERETTA

AVALIACAO DA SUPLEMENTACAO DE OMEGA-3 EM
CAMUNDONGOS ALIMENTADOS COM UMA DIETA CAFETERIA

CRICIUMA
2020



ANGELA CAROLINE DA LUZ BERETTA

AVALIACAO DA SUPLEMENTACAO DE OMEGA-3 EM
CAMUNDONGOS ALIMENTADOS COM UMA DIETA CAFETERIA

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias da
Saude da Universidade do Extremo Sul
Catarinense para a obtencéo do grau de Mestre em
Ciéncias da Saude.

Orientador (a): Prof. (8) Dr. Vanessa Moraes de
Andrade

CRICIUMA
2020



Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicacédo

B492a Beretta, Angela Caroline da Luz.

Avaliacdo da suplementacdo de Omega-3 em
camundongos alimentados com uma dieta cafeteria /

Angela Caroline da Luz Beretta. - 2020.
71 p. : il.
Dissertacdo (Mestrado) - Universidade do

Extremo Sul Catarinense, Programa de Pdés-Graduacgéo
em Ciéncias da Saude, Criciuma, 2020.

Orientacgdo: Vanessa Moraes de Andrade.

1. Obesidade. 2. Acidos graxos Omega-3. 3.
Dieta de cafeteria. 4. Genotoxicidade. 5.
Mutagénese. 6. Resisténcia a insulina. 7. Dano ao
DNA. I. Titulo.

CDD 23. ed. 616.398

Bibliotecédria Elisé&ngela Just Steiner - CRB 14/1576

Biblioteca Central Prof. Eurico Back - UNESC




Y

UNIVERSIDADE DO EXTREMO SUL CATARINENSE — UNESC
PRO-REITORIA ACADEMICA - PROACAD
DIRETORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
Programa de Pés-Graduagao em Ciéncias da Saude (Mestrado e Doutorado)
Recomendado pela CAPES — Homologado pelo CNE — Portaria N° 609 de 14.03.2019

ATA DE MESTRADO EM CIENCIAS DA SAUDE - N° 369

Com inicio as 14h (quatorze horas) do dia quinze de outubro de 2020 (dois mil e
vinte), realizou-se, via ferramenta digital Google Meet, o seminario formal de
apresentacdo dos resultados da dissertagcdo de Mestrado de ANGELA CAROLINE
DA LUZ BERETTA, sob a orientacao da Profa. Dra. Vanessa Moraes de Andrade
intitulada ~ “AVALIACAO DA SUPLEMENTACAO DE OMEGA-3 EM
CAMUNDONGOS ALIMENTADOS COM UMA DIETA CAFETERIA”. A dissertacao
foi examinada por uma banca examinadora constituida pelos seguintes membros:
Prof. Dr. Paulo Cesar Lock Silveira (Universidade do Extremo Sul Catarinense -
UNESC) — Conceito final: Aprovada, Prof. Dr. Eduardo Pacheco Rico (Universidade
do Extremo Sul Catarinense - UNESC) — Conceito final: Aprovada e Profa. Dra.
Alessandra Peres (Universidade Federal do Rio Grande do Sul - UFRGS) — Conceito
final: Aprovada. Com o resultado final: APROVADA, a aluna finalizou seus estudos
em nivel de Mestrado, fazendo jus ao grau de MESTRE EM CIENCIAS DA SAUDE.
Os trabalhos foram concluidos as 15h (quinze horas), dos quais eu, Fernanda Nunes
Peruchi, Assistente Administrativo do Programa de Pos-Graduacao em Ciéncias da
Saude da Universidade do Extremo Sul Catarinense — UNESC lavrei a presente ata,

que assino juntamente com o Prof. Dr. Felipe Dal Pizzol, Coordenador do Programa.

0 E
=
\L\

Prof. Dr. Felipe Dal Pizzol Fernanda Nunes Peruchi
Coordenador do PPGCS Assistente Administrativo

Criciuma, 15 (quinze) de outubro de 2020 (dois mil e vinte).



FOLHA INFORMATIVA

A dissertacgéao foi elaborada seguindo a Resolugéo n° 07/2015/Colegiado de
Coordenacéo do PPGCS e sera apresentada no formato tradicional. Este trabalho foi
realizado nas instalagdes do Laboratorio de Biomedicina Translacional do Programa de
Pds-graduacdo em Ciéncias da Saude (PPGCS) na Universidade do Extremo Sul
Catarinense — UNESC.



Dedico estéa dissertagdo aos meus pais, que nunca mediram

esforgos para que eu pudesse alcangcar meus sonhos.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus, Ele que me deu o dom da vida e guiou meus
passos durante essa jornada.

A minha familia, que durante todos esses anos me apoiou e confortou nos
momentos de dificuldade. Pai, vocé que sempre esteve ao meu lado e confiou na minha
capacidade. Mae, vocé que sempre me impulsionou para que eu pudesse ir mais longe.
Jé, vocé gue mais do que uma irmda, foi uma amiga. Tudo que fiz foi por vocés!

N&o poderia deixar de agradecer aos maiores presentes que a UNESC me
deu. Giu e Lu, durante todos esses anos vocés foram meu apoio, um verdadeiro suporte
nos momentos bons e ruins, com vocés pude vivenciar os melhores momentos, sem
vOcés eu néo teria chdo. Pude aprender com vocés o real sentido da amizade. Amo
VOCés!

Agradeco também a minha amiga Vanessa, que esteve ao meu lado desde o
inicio deste trabalho e sempre me trouxe palavras de apoio. Amiga, te agradeco por
sempre abrir as portas de sua casa para ser meu local de apoio. Amo vocé e sua familia.

Ao pessoal do Biomedicina Translacional, agrade¢co em especial as meninas
da pés, que ndo mediram esforcos para ajudar na concretizacdo desse projeto. Além
disso, agradeco aos ICs pela disponibilidade para ajudar neste projeto (sei que nao foi
nada facil).

Agradeco a minha orientadora Vanessa Andrade, que me deu a oportunidade
de ter um crescimento profissional durante todos esses anos e me trouxe ensinamentos
inestimaveis.

Faco um agradecimento a CAPES, que durante esses dois anos me deu
suporte financeiro para realizagdo do mestrado.

Por fim, agradeco a banca, Alessandra e Eduardo por aceitarem colaborar com
meu trabalho, em especial ao Paulo que aceitou ser relator e banca. Obrigada a todos!



RESUMO

A obesidade é definida como o acumulo excessivo de gordura, podendo levar ao
desenvolvimento de inUmeras doencas, como diabetes tipo 2, doencas cardiovasculares
e também alguns tipos de cancer. O aumento do numero de pessoas obesas no mundo
tem sido relacionado com as mudancas dietéticas e 0 aumento do consumo de alimentos
hipercaldricos, associados ao sedentarismo, sendo que essas mudancas levam a
inimeras modificacbes metabodlicas. Estudos dietéticos em modelos animais sao
importantes para elucidar os mecanismos envolvidos no desenvolvimento da obesidade.
Modelos de obesidade induzida por dieta, incluindo dietas ricas em gordura e dieta
cafeteria, ou também chamada dieta ocidental, ttm sido empregadas para estudar a
obesidade em roedores. Atualmente, o foco dos estudos tem sido em estratégias de
tratamento para as disfungbes metabdlicas que a obesidade causa. O dmega-3 auxilia
no desenvolvimento do corpo de varias maneiras ao longo de toda vida. Ele tem papel
importante no desenvolvimento e manutencao do cérebro. Além disso, o 6mega-3 tem
demostrando agir como mediador inflamatdrio, auxiliando na saude cardiovascular, na
melhora dos niveis de colesterol e apresenta capacidade de diminuir os danos causados
ao DNA, ja que reduz as espécies reativas de oxigénio. Desta forma, o objetivo desse
trabalho sera avaliar o efeito da suplementacdo de Omega-3 sobre parametros
bioquimicos e genotoxicos em camundongos alimentados com uma dieta cafeteria.
Foram utilizados 48 animais divididos previamente em 2 grupos, Grupo 1 — Dieta Padrao
(n=16), Grupo 2 — Dieta Cafeteria (n=32), apdés 16 semanas alimentados com dieta
cafeteria ou padrdo, esses animais foram divididos novamente para iniciar a
suplementacdo com 6mega-3, sem 0s grupos da nova divisdo os seguintes: o grupo 1 foi
dividido em dois grupos 1 — Dieta Padrdo (n=8) e Grupo 3 — DP + Omega-3 (03) (n=8),
e o0 grupo 2 dividido em 4 grupos: Grupo 2 — Dieta Cafeteria (n=8), Grupo 4 - CAF + O3
(n=8), Grupo 5 - CAF + DP (n=8) e O3 e Grupo 6 - CAF + DP (n=8). Os animais foram
alimentados com dieta cafeteria e/ou dieta padréo por 16 semanas e foram pesados para
checagem de mudancas de peso entre 0s grupos, apos iniciaram o tratamento com
Omega-3 através de gavagem, sendo que alguns grupos trocaram a deita e outros
permaneceram com a mesma. Na semana 20 0s animais passaram novamente por
pesagens, por coletas de sangue para testes bioquimicos e Teste de tolerancia a insulina
e logo apés foram eutanasiados para a realizacdo das analises genotdxicas — ensaio
cometa e teste do micronucleo. Na avaliacdo dos resultados, pode-se observar que 0s
animais suplementados com 6mega-3 apresentaram uma diminuicdo de peso corporal,
bem como diminuicdo do indice de adiposidade. Em relagéo a glicemia de jejume ao ITT,
a suplementacdo de 6mega-3 também foi eficaz na melhora da hiperglicemia causada
pela dieta cafeteria e também na resisténcia a insulina. Na avaliacdo dos testes
genotoxicos e mutagénicos, a utilizacdo do dmega-3 como intervencdo apresentou
grande melhora na diminui¢cdo da instabilidade genémica causada pela dieta cafeteria.
Desta forma, pode-se supor que o 6mega-3 tenha acbes benéficas ao organismos
reduzindo e melhorando as alteragbes causadas ela obesidade induzida por dieta,
através da reducdo da gordura corporal, vista pelo teste de adiposidade, reducédo da
glicemia e melhora da tolerdncia a insulina e também melhora nos parametros



genotoxicos e mutagénicos, onde o 6mega-3 foi capaz de reduzir os danos ao DNA e
reverter as mutagcOes causadas pela dieta cafeteria

Palavras-chaves: Obesidade; Dieta cafeteria; Omega-3, Genotoxicidade.
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ABSTRACT

Obesity is defined as the excessive accumulation of fat, which can lead to the
development of numerous diseases, such as type 2 diabetes, cardiovascular diseases,
and also some types of cancer. The increase in the number of obese people in the world
has been related to dietary changes and the increase in consumption of hypercaloric
foods, associated with physical inactivity, and these changes lead to numerous metabolic
changes. Dietary studies in animal models are important to elucidate the mechanisms
involved in the development of obesity. Models of diet-induced obesity, including high-fat
diets and the cafeteria diet, or also called the Western diet, have been employed to study
obesity in rodents. Currently, the focus of studies has been on treatment strategies for the
metabolic disorders that obesity causes. Omega-3 aids in the development of the body in
several ways throughout life. It plays an important role in the development and
maintenance of the brain. Besides, omega-3 has been shown to act as an inflammatory
mediator, aiding cardiovascular health, improving cholesterol levels, and having the ability
to decrease damage to DNA, as it reduces reactive oxygen species. Thus, the objective
of this work will be to evaluate the effect of Omega-3 supplementation on biochemical and
genotoxic parameters in mice fed a cafeteria diet. 48 animals previously divided into 2
groups will be used, Group 1 - Standard Diet (n = 16), Group 2 - Cafeteria Diet (n = 32),
and later these groups were again divided into, Group 1 into two groups 1 - Diet Standard
(n = 8) and Group 3 - DP + Omega-3 (0O3) (n = 8), and group 2 in 4 groups, Group 2 -
Cafeteria Diet (n = 8), Group 4 - CAF + O3 (n =8), Group 5 - CAF + DP (n = 8) and O3
and Group 6 - CAF + DP (n = 8). The animals were fed a cafeteria and/or standard diet
for 16 weeks and were weighed to check for changes in weight between the groups, after
starting treatment with omega-3 through gavage, with some groups changing the bed and
others remaining with it. At week 20, the animals again underwent weighing, blood
collection for biochemical tests, and insulin tolerance tests, and soon after they were
euthanized to perform the genotoxic analyzes - comet assay and micronucleus test. In the
evaluation of the results, it can be observed that the animals supplemented with omega-
3 showed a decrease in body weight, as well as a decrease in the adiposity index.
Regarding fasting glycemia and ITT, omega-3 supplementation was also effective in
improving hyperglycemia caused by the cafeteria diet and also in insulin resistance. In the
evaluation of genotoxic and mutagenic tests, the use of omega-3 as an intervention
showed great improvement in reducing genomic instability caused by the cafeteria diet.
Thus, it can be assumed that omega-3 has beneficial actions on the organism by reducing
and improving the changes caused by diet-induced obesity.

Keywords: Obesity; Cafeteria diet; Omega-3, Genotoxicity.
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1 INTRODUCAO

1.1 OBESIDADE

A obesidade é definida como o acumulo excessivo de gordura, podendo levar
ao desenvolvimento de inumeras doencas, como diabetes tipo 2, doencas
cardiovasculares e também alguns tipos de cancer (Kopelman, 2007; WHO, 2018).
Segundo a Organiza¢do mundial de saude (WHO), em 2016, 39% dos homens e 39% da
mulheres do mundo estava acima do peso, sendo destes, 11% dos homens e 15% das
mulheres obesos.

No documento da Vigitel Brasil 2018, que mostra 0 nimero de pessoas
obesas no ano de 2018 no Brasil, as pesquisas foram realizadas em todas as capitais do
pais, incluindo o Distrito Federal, e observou-se que a frequéncia de adultos obesos neste
ano foi de 19,8%, sendo a maioria destas pessoas composta por mulheres (Ministério da
Saude, 2019).

A obesidade tem uma etiologia multifatorial, ou seja, existem muitos fatores
qgue influenciam para o desenvolvimento, podendo ser ambientais e/ou genéticos.
Entretanto, muitos estudos mostram que dentre os principais fatores, consumir alimentos
altamente caldéricos de forma excessiva, juntamente com o0 sedentarismo, S&o
determinantes para o desenvolvimento dessa patologia (Von Deneena, 2011).

O consumo excessivo da alimentos ricos em calorias e agUcares, tem sido
observado em pesquisas. Dados do Vigitel Brasil 2018 mostram que 17,7% de adultos
consomem refrigerante por pelo menos cinco dias na semana ou mais, sendo que o
consumo de alimentos ricos em acgucares de forma excessiva, colabora para o
desenvolvimento da obesidade (Ministério da Saude, 2019; Vasanth et al., 2019).

O diagnostico da obesidade pode ser feito através da avaliagdo do indice de
massa corporal (IMC), que é um calculo realizado com base no peso e altura do individuo,
onde o peso em quilogramas é divido pela altura em metros. Através do calculo do IMC,
considera-se um individuo obeso quando o mesmo possui um IMC 2 30 kg / m?, enquanto
individuos com obesidade grave ou moérbida tem IMC >35 kg/ m? (CFN, 2011). Sendo

assim, uma alimentacéo rica em carboidratos e gorduras, acima do necessario para o
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suporte calorico, € um dos principais fatores para o aumento do IMC e
conseqguentemente, desenvolvimento da obesidade (Farooqi, 2012).

A obesidade ocorre basicamente quando o corpo n&o consegue equilibrar a o
aporte e o consumo de energia. Quando a ingestdo de energia excede o gasto de energia,
0 excesso de calorias sera armazenado como gordura, levando ao ganho de peso e,
eventualmente, a obesidade (Vasanth et al., 2019). Sendo assim, 0 numero de adipdcitos
normalmente cresce quando se tem uma alimentacdo com balango energético positivo

por muito tempo (Heymsfield, 2014).

1.1.1 Resisténcia ainsulina

O sedentarismo, em conjunto com a obesidade, pode fazer com que haja
alteracdes hormonais, como por exemplo, no horménio da insulina, contribuindo assim
para o ganho de peso (Brazier, 2018). A insulina é um horménio secretado pelas células
B pancreaticas em resposta ao aumento de glicose sanguinea (Hoang & Thorn, 2015).
Além disso, a insulina tem como fung¢des estimular a glicélise, promover a sintese de
glicogénio hepético e muscular, além de ter envolvimento no metabolismo de lipideos e
proteinas (Hardie, 2012).

Quando a insulina ndo exerce bem seu papel no metabolismo, pode-se dizer
gue ha uma resisténcia a insulina, ou seja, a sensibilidade a insulina nos tecidos onde ela
deve desempenhar sua acao esta prejudicada (Laakso & Kuusisto, 2014). A resisténcia
a insulina ocorre em varios tecidos, sendo 0s principais afetados, o hepatico, muscular e
adiposo. O figado € o responsavel por manter os niveis adequados de glicose sanguinea
através da glicogendlise e gliconeogénese. Porém, quando ha resisténcia a insulina a
supressao da producdo de glicose se torna prejudicada, com niveis altos de producao
independente dos niveis sanguineos de glicoses estarem normais ou elevados (Lee &
Lee, 2014).

O aumento da gordura corporal, sendo essa principalmente a visceral, tem
grande ligacdo com o desenvolvimento da resisténcia a insulina (Neeland, 2018). O
tecido adiposo além de ser uma reserva de energia, também funciona como um érgéo

endocrino, onde citocinas e quimiocinas sdo secretadas, muitas dessas de origem
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inflamatoria (Ahima & LazaR, 2008). Burhans e colaboradores (2019), trazem em seu
estudo de revisdo a inflamacéao cronica de baixo grau presente na obesidade, juntamente
com o aumento do tecido adiposo como um dos principais fatores para o desenvolvimento
da resisténcia a insulina. Através disso, vé-se uma relagédo entre a Diabetes tipo 2 e a
obesidade, onde estudos mostram que 90% dos portadores de Diabetes tipo 2 estdo com
obesidade ou sobrepeso (Sartorelli & Franco, 2003; Li et al., 2015).

Em estudos comparando individuos obesos e magros pode-se observar que
os individuos obesos se tornam mais dependentes de glicose para a producdo de
energia. Em contrapartida, os individuos obesos apresentaram uma menor taxa de gasto
energético, além da presenca de marcadores inflamatorios (Rogge, 2009; Hernandez-
Aguilera et al. 2013)

No estudo de Amor e colaboradores (2018), onde eles avaliaram varios
parametros bioquimicos de individuos adultos magros e obesos, em seus resultados os
pesquisadores ndo encontraram diferencas significativas na secrecdo de insulina entre
0S grupos, porém o grupo obeso apresentava um tendéncia a ter maior secrecao deste
hormonio, além disso, os individuos obesos apresentaram maior resisténcia e menor
sensibilidade a insulina, sendo necessario maior quantidade de insulina para que a

glicose se mantivesse estaveis.

1.1.2 Inflamacdo, Estresse Oxidativo e Danos ao DNA

A inflamacéo € uma resposta fisiolégica do corpo a alterac6es das condi¢des
normais do mesmo, como por exemplo, patdégenos, danos nas células etc. (Chen et. al,
2017). Durante o processo de inflamagéo, citocinas pro-inflamatorias sdo secretadas,
recrutando macréfagos ao local da inflamacgéo, e com isso, ha a criagcdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN), sendo essas utilizadas como uma forma
de defesa do corpo (Dan et. al, 2015).

O adipdcitos sdo células que secretam um numero grande de citocinas,
adipocinas envolvidas na regulacdo do apetite, funcdes inflamatorias e imunolégicas,
metabolismo de glicose e lipidios, homeostase cardiovascular e reproducao, entre outras
funcBes bioldgicas e fisiologicas importantes (Rodriguez et al., 2015). Em doencas

inflamatorias crénicas, como a obesidade, se encontra uma alta producdo de espécies
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reativas de oxigénio e nitrogénio, levando ao estresse oxidativo (Hussain et al., 2016). O
estrese oxidativo ocorre quando ha um desbalanco entre a formacao e a remocao dessas
espécies reativas e também pela diminuicdo das defesas antioxidantes (Echtay, 2007,
Matsuzawa-nagata et al., 2008). Esse desbalan¢o que ocorre entre as espécies reativas
e 0s antioxidantes, pode levar a danos em macromoléculas, como lipideos, proteinas e
DNA (Durackova, 2010).

O excesso de tecido adiposo faz com que uma maior quantidade de citocinas
pro-inflamatérias seja secretada pelos adipdcitos, o que leva a um desequilibrio entre
citocinas inflamatorias e anti-inflamatorias, o que resulta em uma inflamacao crénica de
baixo grau, e com isso, a geracdo de espécies reativas de oxigénio acaba sendo maior
também. Desta forma, vé-se uma correlacdo entre o estresse oxidativo e a obesidade
(Rudich et al., 2007; Jung e Choi, 2014). O tecido adiposo de individuos obesos sofre
diferentes processos de remodelacéo celular e estrutural para se adaptar ao ingestao
calorica excessiva, incluindo: (a) expanséo do tecido adiposo através da regulacdo da
hiperplasia dos adip6citos (aumento no nimero de células) e hipertrofia (aumento no
tamanho das células), (b) infiltracdo de células imunes no tecido adiposo e (c) a matriz
extracelular sofre remodelacéo para permitir a expansao adequada do tecido (Ferrante,
2013; Sun et al., 2013; Wang et al., 2013; Pellegrinelli et al., 2016).

Sendo assim, no estudo de Zalewska e colaboradores (2020), onde ele avaliou
parametros de estresse oxidativo e danos ao DNA na saliva de adolescentes obesos e
com peso normal, pode-se observar que os adolescentes que possuiam obesidade
apresentaram maiores niveis de radicais livres e uma diminuicdo das enzimas
antioxidantes, mostrando assim um desbalanco entre a producéo e o sistema de defesa,
que leva ao estresse oxidativo. Aléem disso, os adolescentes obesos apresentaram
maiores niveis de danos oxidativos ao DNA, avaliados através da analise da 8-hidroxi-2-
desoxiguanosina (8-OHdG).

As alteracdes encontradas no DNA, juntamente com aumento do estresse
oxidativo, ocorrem pois quando em excesso, essas moléculas interagem facilmente com
os acidos nucléicos, que sdo moléculas mais frageis, podendo assim levar essas
moléculas a quebras e rupturas de suas ligacdes, e assim formar os danos ao DNA. Além

disso, com a diminuicdo das defesas antioxidantes, os danos as macromoléculas se
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tornam mais faceis, ja que € esse sistema o responsavel por eliminar o excesso de
espécies reativas do organismo (Roberts e Sindhu, 2009; Talukder, 2011).

Com o objetivo de estudar melhor as alteracdes causadas pela obesidade,
Gasparotto e colaboradores (2018) alimentaram ratos Wistar com uma dieta rica em
gordura, como uma maneira de induzir a obesidade nos animais. Em seus resultados
eles puderam observar que os animais que foram alimentados com a dieta rica em
gorduras apresentaram maiores niveis de citocinas inflamatdrias, danos a molécula de
DNA, como também maior nimero de micronucleos (um marcador de mutacdes no DNA)
do que os animais que consumiram somente a dieta padréo.

No estudo de Donmez-Altuntas e colaboradores (2014), onde o genoma de
individuos com sobrepeso (IMC >25) e individuos normais (IMC <25) foram comparados,
avaliando niveis de danos oxidativos ao DNA e a frequéncia de micronucleos, nao foi
encontrada uma correlacdo entre os danos oxidativos e o IMC. Contudo, foi possivel
observar uma correlagéo positiva entre o IMC e a frequéncia de micronucleos, mostrando
assim, que individuos com sobrepeso tendem a ter uma maior instabilidade gendémica,
podendo ter um risco aumentado para o desenvolvimento de doengas como o cancer. Da
mesma forma, no estudo realizado por Tomasello e colaboradores (2011), onde mulheres
com obesidade e com peso normal tiveram seu genoma comparado para avaliar os danos
ao DNA através do ensaio cometa, foram encontradas correlacdes positivas em relacéo
a obesidade e o aumento de danos ao DNA.

Os hébitos alimentares sdo um dos fatores que estdo envolvidos na alteracéo
do material genético, aumentando assim a instabilidade genémica. Com a avaliacédo dos
hébitos alimentares de criangcas com obesidade e com peso normal, associando com o
aparecimento de micronudcleos e alteracdes celulares epiteliais da mucosa, Espinosa
Arreola e colaboradores (2019), observaram em seu estudo que o padréo nutricional de
criangas pode alterar ndo somente o peso, como também aumentar a frequéncia de
mutacdes ao DNA de células da mucosa oral, apresentando assim maiores numeros de

micronucleos.

1.2 MODELOS ANIMAIS DE OBESIDADE
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O estudo sobre os mecanismos e as alteracdes biologicas causadas pelo
desenvolvimento da obesidade, tem se tornado cada vez mais importante, e a utilizacao
de modelos animais para mimetizar essa patologia, tem facilitado muito as investigagbes
sobre essa doencga (Rosini et al.,, 2012). Desta forma, pode-se compreender melhor
alguns mecanismos que em humanos, tornam a pesquisa mais dificil, além de facilitar a
busca por tratamentos comportamentais, alimentares e farmacolégicos (Convit, 2012).

Para se estudar a obesidade em animais, existem diferentes modelos para a
inducdo da doenca, podendo ser eles através de modificacdes genéticas ou indugéo
através de dieta hipercaldrica (Lutz & Woods, 2012; Nilsson et al., 2012).

Estudos animais com modelos genéticos, tem sido muito utilizado para a
avaliacdo de novas terapias e também para os estudos de vias especificas que sofrem
mutacdes na obesidade. Sendo assim, modelos de inducdo genéticos, podem ser por
mutacOes espontaneas em genes especificos, como por exemplo o gene da leptina, ou
podem ser transgénicos, onde uma parte do genoma no animal sofre modificacdes (Lutz
e Woods, 2012)

Mas, para que haja um modelo fidedigno com as alteragbes existentes no
corpo humano, a inducédo através da modificacdo da dieta, tornando-a hipercalérica e
com alto valor energético, tem sido vista como a melhor opcao, ja que dessa forma,
consegue-se avaliar o mesmo padrao de comportamento nutricional de um humano com
obesidade (Cesaretti; Kohlmann, 2006; Rosini et al., 2012). Nesse sentido, modelos de
obesidade induzida por dieta s&o um dos modelos mais utilizados para o estudo da
obesidade (Giles et al., 2016).

Estudos dietéticos em modelos animais sdo importantes para elucidar os
mecanismos envolvidos no desenvolvimento da obesidade (Bagnol et al., 2012). Modelos
de obesidade induzida por dieta, incluindo dietas ricas em gordura e dietas tipo cafeteria,
ou também chamada dieta ocidental, tém sido empregadas para estudar a obesidade em
roedores (Crew et al., 2016; Nguyen et al., 2017; Xia et al., 2018).

A dieta cafeteria consiste em alimentos consumidos por humanos, altamente
eneérgicos e altamente palataveis, para desencadear a obesidade induzida pela dieta em
animais de laboratério (Sclafani & Springer, 1976). Leffa e colaboradores (2014),

alimentaram camundongos com uma dieta cafeteria, e conseguiram observar
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comportamento metabdlico semelhante ao encontrado em humanos obesos. Desta
forma, a dieta cafeteria tem sido vista como uma boa alternativa para induzir a obesidade

e para que possa ser possivel estudar os mecanismos envolvidos nessa patologia.

1.3 OMEGA-3

Os lipideos participam de importantes funcées no corpo humano, como na
estrutura das membranas celulares e em processos metabdlicos (Arbex et al., 2015).
Como o corpo humano ndo é capaz de sintetizar alguns desses acidos graxos, €
necessario adquiri-los através da dieta, podendo ser eles de origem vegetal, como alguns
graos e oleaginosas, ou através do consumo de peixes como salmao, atum e sardinha
(Surette, 2008; Arbex et al., 2015).

Os acidos graxos sao classificados conforme a presenca de duplas ligacdes
em sua cadeia estrutural. Sendo assim, os que possuem a dupla ligagcdo sao
denominados insaturados, e 0s que ndo possuem, sdo denominados saturados. Os
acidos graxos poli-insaturados séo aqueles que possuem mais de uma dupla ligacdo em
sua cadeia, e 0 acido graxo que possui destaque nesta categoria € o Omega-3 (Youdim
& Martin, 2000).

O 6mega-3 € constituido por acidos graxos poli-insaturados, sendo esses
acidos fundamentais para o funcionamento do organismo humano (Gomez Candela,
2011). Os principais acidos graxos presentes no 6mega-3 sédo o acido alfa-linolénico, o
acido eicosapentaenoico (EPA) e o acido docosahexaenoico (DHA) (Anderson & Ma,
2009; Arbex et al., 2015). O consumo de alimentos que contém EPA e DHA, tem grande
importancia, ja que esses lipideos tém utilizagdo ndo somente nas membranas celulares,
bem como influenciam nas respostas fisiologicas do organismo (Farooqui, 2012).

O 6mega-3 auxilia no desenvolvimento do corpo de varias maneiras, ao longo
de toda vida. Ele tem papel importante no desenvolvimento do cérebro além de ter
demostrado agir como mediador inflamatério, auxiliando na saulde cardiovascular
(Janssen & Kiliaan, 2014). O EPA e o DHA presentes no 6mega-3, possuem uma acao
anti-inflamatoria, ja que esses acidos interagem com as vias inflamatérias, agindo como
supressor das citocinas inflamatérias (Chapkin et al., 2009; Yates et al., 2014; Ellulu et
al., 2015; Lorente-Cebrian et al., 2015).
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O DHA é um dos lipideos estruturais mais abundantes no cérebro e esse acido
graxo possui funcdes vitais para as funcdes deste 6rgdo (Agrawal & Gomez-Pinilla, 2012).
Esse acido graxo tem a capacidade de ativar e modular a transcri¢cdo de alguns genes, e
supbe-se que através dessa capacidade, o DHA possa baixar as concentracdes
plasmaticas de triglicerideos em jejum, para aumentar a sensibilidade a insulina e reduzir
a inflamacéo (Zapata-Gonzalez et al., 2008; Bhaswant et al., 2015; Calder, 2015).

Ja o EPA, € um dos acidos graxos responsaveis pela sintese de alguns
mediadores inflamatérios de origem lipidica (Calder, 2006). No estudo de Oikawa e
colaboradores (2009), onde pacientes com metabolismo da glicose afetado,
hipercolesterolemia e diabetes mellitus foram suplementados com EPA, com o objetivo
de diminuir problemas cardiovasculares, observou-se que o0s pacientes suplementados
possuiam um menor indice de problemas cardiacos, como infartos do miocardio e
arritmias cardiacas, quando comparado com 0s pacientes que ndo foram suplementados.

Uma dieta rica em 6mega-3 pode diminuir os niveis de triglicerideos, como
também, arritmias cardiacas e diminuir a agregacéao plaquetéria, diminuindo as chances
de formacédo de coagulos sanguineos. Além disso, estudos mostram que o dmega-3 tem
capacidade de diminuir o estresse oxidativo e a apoptose celular (Lee et al, 2008;
Bermudez & Sinclair, 2009; Farooqui, 2012). Estudos mostram que acidos graxos poli-
insaturados, como 6mega-3 induzem a producédo de moléculas antioxidantes através da
producéo de mRNAs, reduzindo assim, as EROs e os danos ao DNA (Arnér & Holmgren,
2000; Orino & Watanabe, 2008).

A alimentacdo com 6mega-3 tem demostrando ter uma grande importancia
para a diminuicdo de alteragBes genéticas. O estudo de Vande-Loock e colaboradores
(2014), avaliou a frequéncia alimentar de mulheres gravidas, sendo essa rica ou ndo em
Omega-3, associando com a frequéncia de micronucleos. Em seus resultados, os
pesquisadores observaram que o maior consumo de émega-3 estava ligado com uma
menor frequéncia de micronucleos nessas mulheres.

O 6mega-3 demostrou ter uma ag¢ao antigenotoxica e antimutagénica, acao
essa avaliada através do estudo de Turkez e Aydin (2013), onde os pesquisadores

avaliaram in vitro a capacidade do émega-3 de reverter danos ao DNA, micronucleos e
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também de reduzir as aberracdes cromossdémicas induzidas através da utilizacdo de um

agente quimico que possui acao genetoxica e mutagénica em linfécitos.

1.3.1 Omega-3 e Obesidade

O tratamento para a obesidade tem se mostrado cada vez mais importante,
nao somente para a perda de peso, mas para diminuir os danos metabdlicos causados
por essa doenca (Paumgartten, 2011). O édmega-3 € um composto natural que tem
potencial de ser Util para melhorar as alteracdes metabdlicas causadas pela obesidade
(Buckley & Howe, 2010).

Em estudos com humanos, o 6mega-3 foi capaz de trazer beneficios como a
reducdo da adiposidade, reducdo da inflamagéo sistémica e também dos niveis de
triglicerideos séricos, bem como foi capaz de reduzir os niveis de EROs, reduzindo assim
0 estresse oxidativo (ltariu et al., 2012; Kiecolt-Glaser et al., 2013).

No estudo de Peres e colaboradores (2018), onde individuos obesos foram
suplementados com 2000mg de 0Omega-3, e posteriormente passaram por um
treinamento de exercicios fisico exaustivo, foram avaliados os niveis de citocinas pro-
inflamato6rias e o0s niveis de danos ao DNA, e os individuos que receberam a
suplementacao de dGmega-3, apresentaram menores niveis de citocinas pro-inflamatorias,
como também, reducéo dos niveis de danos ao DNA.

Em estudos com animais, o 6mega-3 também tem demonstrado varios
beneficios quando se trata de obesidade, como a redu¢éo do ganho de gordura corporal,
melhora no perfil lipidico, além de reducdo da resisténcia a insulina, como também a
intolerancia a glicose e a reducdo da inflamacdo dos tecidos periféricos (Rokling-
Andersen et al., 2009; Samane et al., 2009; Kalupahana et al., 2010; Liu et al., 2013;
Rossmeisl et al., 2014; Bargut et al., 2015). Além disso, um potencial do 6mega-3 em
reduzir o indice de adiposidade em animais obesos suplementados com 6leos ricos em
Omega-3 também tem sido observado por pesquisadores (De Souza et al., 2020).

Com o objetivo de melhorar a resisténcia a insulina causada por uma dieta
hiperlipidica em ratos, Chacinska e colaboradores (2019), suplementaram ratos com
Omega-3, apos inducdo de obesidade com dieta hiperlipidica. Em seus resultados,

observaram uma melhora na resisténcia a insulina, além de uma diminuicdo dos
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depdsitos de gordura nos animais suplementados. Corroborando com isso, o estudo de
De Castro e colaboradores (2012), que tratou ratos Wistar com alto teor de frutose,
observou que a suplementacdo com Omega-3 melhorou a tolerancia a glicose no
organismo desses ratos.

No estudo de Mellouk e colaboradores (2016), onde foi estudada a obesidade
induzida através de dieta cafeteria, os pesquisadores utilizaram como forma de
intervencdo a suplementacao de 6leo de krill, um crustaceo rico em 6megas-3 e 6. Em
seus resultados, eles puderam observar uma melhora dos danos ao DNA, diminui¢cdo do
estresse oxidativo e melhora nas enzimas antioxidantes.

Desta forma, pode-se sugerir que o 6mega-3 tenha um bom potencial para ser
utilizado como um tratamento na reducéo das alteracdes metabdlicas caudadas pela
obesidade.

1.4 JUSTIFICATIVA

A obesidade tem aumentado sua prevaléncia nos ultimo anos, se tornando
assim um grave problema de saude publica. Com isso, vé-se a necessidade de estudar
mais sobre as alteracfes causadas pela obesidade, e assim, conseguir desenvolver
melhores métodos de tratamento para amenizar as disfun¢cdes causadas por essa
patologia, podendo assim trazer uma melhora a saude dos individuos que sofrem com
essa patologia. Através dos estudos que utilizaram Omega-3, pode-se observar melhora
em varios parametros relacionados a obesidade, como melhora na resisténcia a insulina,
perfil inflamatorio, diminuicdo da instabilidade genémica, etc. Sendo assim, acredita-se
que o Omega-3 seja um bom método de intervencdo para a reducdo das alteracdes
metabolicas e genotdxicas causadas pela obesidade, além de uma boa alternativa como

forma de tratamento para essa doenca.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da suplementacéo de Omega-3 em camundongos alimentados

com uma dieta cafeteria.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Investigar se a dieta cafeteria altera consumo alimentar, peso corporal e
eficiéncia energética e se o dmega-3 € capaz de reverter estes efeitos;

2) Avaliar se a dieta cafeteria leva a resisténcia a insulina e hiperglicemia e se
o Omega-3 tem a capacidade de reverter esse quadro.

3) Analisar se a dieta cafeteria altera parametros de genotoxicidade e
mutagenicidade em sangue periférico e medula 6ssea dos camundongos e se a
suplementacao de 6mega-3 € capaz de reverter estas alteracoes.

4) Avaliar se a dieta cafeteria € capaz de aumentar o indice de adiposidade e

se a suplementacdo com 6mega-3 consegue diminuir esse indice.
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3 METODOLOGIA

Os testes e procedimentos técnicos foram realizados no Laboratério de
Biomedicina Translacional da Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC), pelo
Grupo de Pesquisa em Genética Toxicologica (GPGTOX). O experimento aqui descrito
teve sua aprovacao pela Comisséo de ética em uso de animais — CEUA, com o protocolo
035/2018-2 (ANEXO ).

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados no total 48 camundongos Swiss machos adultos, com 30 dias
de vida. Os animais foram obtidos do biotério da Universidade do Extremo Sul
Catarinense e alojados em caixas de polietileno, com comida e agua ad libitum e

mantidos em um ciclo de 12 horas claro-escuro, com temperatura controlada de 22+1°C.

3.2 DIETA CAFETERIA (CAF)

A dieta cafeteria foi descrita por Shafat et al. (2009) e sofreu adaptacdes para
esse experimento, sendo ela composta por alimentos como waffer, bolachas de chocolate
recheada, bolacha amanteigada, goiabada, mortadela, salsichas, salgadinhos de queijo,
bacon e Doritos®, pacoca de amendoim, geleia de abébora com coco, chocolate ao leite,
doce de leite, pao, bolacha salgada, barrinha de cereal, marshmallow, bolo e goma. Além
da dieta cafeteria, os animais também obtiveram acesso a dieta padrdo e a agua a
vontade. O fornecimento de alimentos de ambas as dietas, dieta padrao e dieta cafeteria,
foi renovado nas segundas, quartas e sextas-feiras até complementar as 20 semanas de

experimento. Os cardapios semanais estdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1. Cardépio semanal dos animais que serdo alimentados com dieta cafeteria.

Dias da semana Alimentos

Segunda-feira e terca-feira Geleia de coco e abbébora, goma, salsicha, bolo,
pao, salgadinho de bacon, marshmallow e hiscoito amanteigado.

Quarta-feira e quinta-feira Doce de leite, goma, goiabada, wafer de morango,
Mortadela, pao, salgadinho de queijo, barrinha de cereal.

Sexta-feira, sabado e domingo Bolacha recheada, geleia de coco e abdbora, pagoca, bolacha salgada,
Salgadinho de queijo nacho, marshmallow, chocolate ao leite, pdo e
salgadinho de bacon.

Fonte: Autor, 2020.

Na tabela 2 estdo descritos os constituintes de cada dieta, sendo que, 0s
calculos foram feitos baseados nas informacdes fornecidas pelos fabricantes nos rétulos
das embalagens dos alimentos industrializados, bem como, conforme as informacdes

fornecidas pelo fabricante da ragao.

Tabela 2. Composicéo das dietas.

Dieta padréo Dieta cafeteria
(3,36 kcal/g) (3,83 kcal/g)
g/100g  kcal/100g 0/100g Kkcal/100g
Proteinas 22 88 6 24
Carboidratos 53 212 65 260
Gorduras 4 36 11 99

Legenda: g — gramas; kcal — quilocalorias.
Fonte: Autor, 2020.

3.3 SUPLEMENTACAO COM OMEGA-3

O Omega-3 que foi utilizado como tratamento neste estudo e dado aos animais
através de gavagem. Ele foi proveniente de capsulas de 6leo de peixe, contendo cerca
de 350 mg de Acido eicosapentaenoico (EPA) e 250 mg de Acido docosahexaenoico
(DHA), somando assim cerca de 600 mg de Acidos graxos poli-insaturados. A
concentracdo administrada aos animais, foi de 2,3 g/kg, conforme o trabalho de Silva e
colaboradores (2017). Os animais que nao receberam 6émega-3, receberam gavagem
com agua mineral, para passarem pelo mesmo processo de estresse dos animais
suplementados, evitando assim viés nos resultados. Segue abaixo tabela 3 com as

informac@es nutricionais do Omega-3 fornecidas pelo fabricante.
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Informag@es Nutricionais — Porgédo de 2,0g (2 capsulas)

Quantidade por porc¢éo Valor diario — VD(*)

Valor energético 18kcal = 76k] 1
Gorduras totais 2,0g 4
Gorduras saturadas 0g 0
Gorduras trans 0g -
Gorduras monossaturadas 0,19 i
Gorduras Poli-Insaturadas,

das quais: 179 -
Omega-3 1,39 o
EPA 720mg *x
DHA 480mg *x
Colesterol 3,09 1
Vitamina E 3,29 32

*0% valores diarios com base em uma dieta de 2000kcal ou 8400KJ. Seus valores diarios podem ser

menores dependendo das suas necessidades energéticas. **VD néo estabelecido.

Ingredientes: Oleo de peixe (Omega-3) e Vitamina E (dl-alfa-locoferil acetato). Capsula — gelificante

gelatina, veiculo — agua purificada e umectante — glicerina. ALERGICOS: Contém derivados de peixe. NAO

CONTEM GLUTEM. NAO CONTEM FENILALANINA.
Informacdes fornecidas pelo fabricante.

Legenda: g — gramas; mg — miligramas; kcal — quilocalorias, KJ — quilojoules.

3.4 DESENHO EXPERIMENTAL

Para a realizacdo desse experimento, foram utilizados 48 camundongos

machos swiss. Os animais foram divididos inicialmente em dois grandes grupos, sendo

eles: grupo alimentado com dieta padrdo, com n de 16 animais, e grupo alimentado com

dieta cafeteria, com n de 32 animais. Apos 16 semanas, 0s dois grandes grupos foram

divididos em 6 grupos, com 8 animais cada, e a partir da 162 semana, 0S animais

passaram por mudancas de dietas e/ou suplementacdo com Omega-3, conforme

apresentado na figura 1.
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Desenho Experimental
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Figura 1. Desenho experimental .
Legenda: DP - Dieta padrédo; CAF — Dieta cafeteria; O3 — Omega-3; n — Niamero de animais.

Fonte: Autor, 2020.

Abaixo estéo descritos os grupos mostrados na Figura 1:
Grupo 1 — Dieta Padrdo (DP) — Animais que receberam somente a dieta padrdo, com 16
animais.
Grupo 2 — Dieta Cafeteria (CAF) — Animais que receberam a dieta cafeteria e a dieta
padrdo, com 32 animais.

Apds 16 semanas, 0s grupos 1 e 2 passaram por uma divisdo com 8 animais
em cada grupo (como mostrado na figura 1), e 0S grupos passaram a Ser:
Grupo 1 — Dieta Padréao (DP) — Animais que receberam somente a dieta padrédo durante
todo o tratamento, e receberam agua via gavagem.
Grupo 2 — Dieta Cafeteria (CAF) — Animais que receberam a dieta cafeteria durante todo
o tratamento, e receberam agua via gavagem.
Grupo 3 — DP + Omega-3 (0O3) — Animais que receberam a dieta padréo durante todo o
periodo do tratamento, mas a partir da 16° semana, passaram a receber Omega-3

também via gavagem.
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Grupo 4 - CAF + O3 — Animais que receberam dieta cafeteria durante todo o tratamento,
mas a partir da 16° semana, passaram a receber Omega-3 via gavagem.
Grupo 5 - CAF + DP e O3 — Animais que receberam a dieta cafeteria até a 16° semana,
e a partir da 17° semana, passaram a receber a somente a dieta padrdo e o Omega-3 via
gavagem.
Grupo 6 - CAF + DP — Animais que receberam a dieta cafeteria até a 16° semana, e a
partir da 17° semana, passaram a receber a somente a dieta padrdo, além de agua
mineral via gavagem.
*Os grupos que receberam a dieta cafeteria também obtiveram acesso a racdo padréo.
O experimento teve duracao de 20 semanas, sendo que durante esse periodo,
0s animais sofreram uma coleta de sangue apdés as 16 semanas, para as analises
genotdxicas e bioguimicas (ensaio cometa, glicemia de jejum e ITT). Ao completarem 20
semanas, 0S animais passaram novamente por andlises bioquimicas e por analises
genotoxicas. No final das 20 semanas os animais foram eutanasiados por decapitacao
para a dissecacédo do tecido adiposo, utilizado para o indice de adiposidade e também
para a retirada de medula 6ssea, utilizada no teste de micronucleo. Segue abaixo a linha

do tempo, mostrando os momentos onde ocorreram as analises:
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Linha do tempo
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Durante todo o experimento, as sobras de comida foram sangue
pesadas para a avaliagdo dos parametros alimentares dos Dia3ITT
animais. Além disso, os animais foram o pesados a cada 15 Dia 5
dias, com o mesmo intuito e para avaliagao do peso corporal. Eutanasia
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Figura 2. Linha do tempo
Legenda: DP — Dieta padrdo; CAF — Dieta cafeteria; ITT — Teste de tolerancia a insulina.

Fonte: Autor, 2020.
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3.5 PESAGENS DOS ALIMENTOS E ANIMAIS

Durante todo o periodo de experimento, as comidas ofertadas aos animais
passaram por controle, sendo esse realizado através de pesagens das quantidades
de alimentos colocados e também das sobras dos alimentos ofertados aos animais.
Os animais passaram por pesagens, com 0 objetivo de avaliar se a dieta cafeteria
altera o peso dos animais e também, se a suplementacdo de Omega-3 ou as
mudancas de dietas podem alterar esse peso. Através das pesagens das comidas e
suas sobras, em conjunto com as pesagens dos animais, foram realizados calculos
do consumo em gramas, consumo energético e também a eficiéncia energética dos

animais.

3.5.1 Pesagens dos animais

Os animais foram pesados a cada 15 dias, para a realizacéo dos célculos
de consumo alimentar dos animais (calculo detalhado no item abaixo — 3.5.2). Além
disso, o peso dos animais foi aferido na 162 semana de experimento e ha 202 semana
(antes da eutanésia), sendo o peso na 162 semana uma das caracteristicas utilizadas
para a caracterizagdo do modelo animal de obesidade, e ao final do experimento (20?2
semana), como uma forma de verificar a acdo do Omega-3 no peso em gramas dos

animais.

3.5.2 Calculos de Consumo alimentar em gramas, Consumo Energético e
Eficiéncia Energética

Com base na ingestdo de alimentos e na quantidade correspondente de
energia, 0s seguintes parametros foram calculados: consumo total energético
(kcal/dia) = média do consumo alimentar/calorias da dieta por dia e eficiéncia
energética (g/kcal) = média do ganho de peso corporal/média do consumo energético
(Diniz et al., 2004, Diniz et al., 2005).

3.6 ANALISES BIOQUIMICAS
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Com o intuito de avaliar se o consumo da dieta cafeteria leva a alteracdes
metabdlicas, foram avaliados a glicemia de jejum e a tolerancia a insulina. Para tanto,
foram realizadas coletas de sangue apoés as 16 semanas e na 202 semana de acordo
com as especificacdes abaixo:

Foram realizado uma coleta de sangue no meio do experimento nos grupos
G1, G2, onde 6 animais de cada grupo foram submetidos a uma coleta de 100 uL de
sangue da extremidade da veia caudal (quantidade de sangue suficiente para realizar
um total de sete coletas, que ocorreu em sete tempos diferentes: 0, 5, 10, 15, 20, 25
e 30 minutos) dos animais ap6s 12 horas de jejum, para avaliar a glicemia de jejum e
realizar o teste de tolerancia a insulina (ITT). Ao completarem 20 semanas, 0s animais
(todos os 6 grupos) passaram novamente pela mesma coleta de sangue com o
objetivo de realizar novamente os mesmos testes, mas desta vez, avaliando a

suplementacéo de Omega-3.

3.6.1 Glicemia de jejum e teste de tolerancia a insulina (ITT)

O alimento foi retirado seis horas antes do teste e a primeira coleta de
sangue equivaleu ao tempo zero do teste. Apds isso, a insulina (2U/Kg de peso
corporal) foi injetada intraperitonealmente e amostras do sangue foram coletadas
através de incisdo na cauda dos animais nos tempos 0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos,
para a determinacao da glicose sérica através de glicosimetro. A velocidade constante
do decaimento da glicose (Kitt) foi calculada usando a formula 0,693/t1/2. O t1/2 da
glicose foi calculado a partir da curva da analise dos minimos quadrados da
concentracdo da glicose sérica durante a fase de decaimento linear. Esse teste foi
realizado para comprovacao da instalacédo da resisténcia a insulina nos camundongos

(Wajchenberg et al.,1999). Foram utilizados 6 animais/grupo.

3.7 ENSAIOS DE GENOTOXICIDADE E MUTAGENESE

Com o intuito de avaliar se 0 consumo da dieta cafeteria afeta a estabilidade
gendmica dos camundongos e se 0 6mega-3 é capaz de atenuar essa alteracao foram

feitas analises de Genotoxicidade nestes animais em dois momentos:
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- Momento 1: Para as analises de Genotoxicidade foram utilizados 8
animais/grupo, onde foi coletado cerca de 30uL de sangue da veia caudal (figura 2),
apos 16 semanas.

- Momento 2: Ao final das 20 semanas de experimento, para realizacdo dos
testes de Genotoxicidade e Mutagénese, foram coletadas amostras de sangue para o

Cometa e medula éssea para o Teste do Micronucleo de 8/animais/grupo.

3.7.1 Ensaio Cometa

O ensaio cometa foi realizado sob condi¢des alcalinas, conforme descrito
por Singh et al. (1988), com algumas modificagdes sugeridas por Tice et al. (2000).
As amostras de sangue foram colocadas em epperforfs com herapina, para evitar a
coagulacao do sangue. As células sanguineas (aliquotas de 5 pL) foram embebidas
em agarose de baixo ponto de fuséo (0.75%, w/v, 115 pL ) e a mistura foi adicionada
a uma lamina de microscopio pré-coberta com agarose de ponto de fusdo normal
(1,5%), cobrindo posteriormente com uma laminula e levando, entéo, a geladeira por
aproximadamente 5 minutos a 4°C para solidificacdo. Logo apdés, as laminulas foram
cuidadosamente retiradas e as laminas imersas em tampao de lise (2,5M NacCl,
100mM EDTA e 10mM Tris, pH 10,0-10,5, com adicdo na hora do uso de 1% de Triton
X =100 e 10% de DMSO) a 4°C por um periodo minimo de 1 hora e maximo de 1
semanas.

Apés este periodo, as laminas foram incubadas em tampao alcalino
(300mM NaOH e 1mM EDTA, pH>13) por 30 minutos para o desenovelamento do
DNA e a corrida eletroforética, foi realizada no mesmo tampdo nas seguintes
condi¢bes: a 30v e 300mA por 20 minutos. Todas estas etapas foram realizadas sob
luz indireta fraca amarela. Posteriormente as |laminas foram neutralizadas com 0,4M
Tris (pH 7,5) e, ao final, o DNA foi corado com 10 mg/mL de solucdo de Sybrgold
(Invitrogen, USA) para posterior analise em microscopio de fluorescéncia com
aumento de 400x. Foi realizada avaliacdo de 100 células por individuo e por tecido
(50 células em cada lamina duplicada). Tais células foram avaliadas pelo software
CometAssay IV e o parametro utilizado foi o tail intensity. Foram utilizados controles

negativos e positivos para cada teste de eletroforese a fim de assegurar a
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confiabilidade do procedimento. Todas as laminas foram codificadas para analise as

cegas.

3.7.2 Micronucleo

O teste de micronucleos foi realizado de acordo com o programa Gene-Tox
da Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA (Mavournin et al.,, 1990; Krishna &
Hayashi, 2000).

Apés a extracao da medula 6éssea, um esfregaco foi preparado diretamente
na lamina com uma gota de soro bovino fetal. As laminas foram coradas com Giemsa
5%, secas e codificadas para analises as cegas.

Como uma medida de toxicidade na medula 6ssea, a relacdo entre
eritrocitos policromaticos (células imaturas) e eritrocitos normocromaticos (células
maduras) (EPC/ENC) foram analisadas em 200 eritrécitos/animal.

A incidéncia de micronucleos (MN) foi observada em 2000 EPCs e ENCs
para cada animal (ou seja, 1000 a partir de cada uma das duas laminas preparadas
em duplicata), usando microscopio optico de luz branca com ampliacdo de 1000x. O
namero médio de eritrocitos policrométicos micronucleados (EPCMn) e eritrécitos
normocromaticos micronucleados (ENCMn) individual foi utilizado como unidade

experimental

3.8 INDICE DE ADIPOSIDADE

Para avaliar o indice de adiposidade dos animais, apés a eutanasia, foram
extraidos o tecido adiposo epididimal, mesentérico, retroperitoneal e perirrenal para o
calculo do indice de adiposidade (grama de gordura /grama peso corporal x 100), de
6 animais por grupo (Luciano, 2018).

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como média e desvio padrdo da média (média
+ DP). Para a analise estatistica a normalidade das variaveis foi analisada através do
teste de Bartlett’'s. Assumindo que os dados tenham uma distribuicdo normal, para a

comparacao entre duas médias, foi utilizado para as anéalises de 16 semanas o teste
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t de Student para amostras independentes e, para a comparacao entre 0s grupos de
20 semanas, a anadlise de variancia de uma via (ANOVA) seguida do post hoc de
Bonferroni. As analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad

Prism 5.0. Foram consideradas diferencas significativas quando o p < 0,05.
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4 RESULTADOS

41 CONSUMO ALIMENTAR, CONSUMO ENERGETICO, EFICIENCIA
ENERGETICA E PESO CORPORAL

O consumo alimentar e peso dos animais submetidos ao experimento foi
avaliado com o objetivo de verificar se a Dieta CAF poderia alterar os padroes
alimentares e peso dos animais alimentados com a mesma. Além disso, as anélises
foram divididas em duas partes, sendo em 16 semanas uma caracterizacdo do modelo
animal de obesidade, e em 20 semanas a verificacdo dos efeitos do Omega-3 sobre
as alteracdes que a obesidade induzida por esta dieta poderia causar.

Na Tabela 4 estdo apresentados os dados de Consumo total em gramas,
Consumo total energético, eficiéncia energética e peso corporal em gramas, dados

esses apresentados em 16 semanas e 20 semanas de experimento.
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Tabela 4 Dados acerca do consumo alimentar, consumo energético, eficiéncia energética e peso corporal em animais alimentados com

uma dieta cafeteria e suplementados com Omega-3.

16 semanas 20 semanas
Consumo total (g) Cotr; St;|m °  Eficiéncia ccl):’ref)?al Consumo total () Cotr; St:|m ° Eficiéncia Peso
DP CAF  TOTAL " energética P DP  CAF  TOTAL " energética  corporal (g)
Grupos energético (9) energético
DP 5,2 - 52+0,1 17,7+03 19+0,04 36,6+0,8 4,75 - 475£03 175+£1,6 20+0,1 38,014
DP+03 - - - - - - 4,8 - 4,8+0,6 157+2,4 2,4+£0,2 38,3+0,3
5,7+0,62
CAF 125 435 56005 205+022 19+0.03 465+09* 0,87 4,83 20,7+1,3* 24+02 46,2+3,02
CAF+03 - - - - - - 0,67 4,03 47+05> 18,7+23 21+0,2 40,8+2,2°
CAF/DP+03 - - - - - - 4,5 - 45+04°> 156+2,1°c 25+0,1°¢ 38,6*2,1°
CAF/DP - - - - - - 6,6 - 66+1,49 20, 7+20% 18+02¢ 40,2+2,9°

DP — Dieta padrdo; CAF — Dieta cafeteria; 03 — Omega-3. Os dados foram expressos em média e desvio padréo, onde realizou-se uma média dos
dados de consumo das 16 semanas de alimentacdo, e posteriormente a média do periodo de suplementagdo (4 semanas de suplementacao,
totalizando 20 semanas de experimento). No caso do peso em gramas, foi realizada a média e desvio padrdo do peso dos animais na semana de
andlise, sendo elas em 16 semanas e 20 semanas de experimento. 2 Diferenca significativa em relagdo ao grupo DP no mesmo periodo de tempo;
b Diferenca significativa em relagéo ao grupo CAF 20 semanas; ¢ Diferencga significativa em relagédo ao grupo CAF+03 no mesmo periodo de tempo;
d diferenca significativa em relagdo ao grupo CAF/DP+03 no mesmo periodo de tempo. Teste t em 16 semanas e Anova de uma via com post-hoc
de bonferroni em 20 semanas, foram considerados significativos os resultados com p<0,05.
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A andlise dos padrdes alimentares demonstrados na tabela 4 em 16 semanas,
mostram que os animais do grupo CAF possuiam maior consumo alimentar em gramas
do que o grupo DP. O mesmo comportamento foi visto no consumo total energético dos
animais, sendo o grupo CAF apresentou valores maiores que o grupo DP. Em relacdo a
eficiéncia energética, ndo houve diferenca significativa entre os grupos. Para a
caracterizacdo do modelo animal, avaliou-se também o peso em gramas, demonstrado
na tabela 4, onde observou-se que em 16 semanas, o grupo CAF possuia um peso em
gramas significativamente maior que o grupo DP.

Apo6s a suplementacdo de Omega-3 por 4 semanas, as andlises de padrdes
alimentares foram realizadas novamente (20 semanas; Tabela 4). Os grupos CAF e DP
continuaram com O mesmo comportamento alimentar visto em 16 semanas,
apresentando diferencas significativas entre 0 consumo em gramas € Cconsumo
energético, onde o grupo CAF apresentou ambos maiores, sem alteracdes no que se
refere a eficiéncia energética. O mesmo aumento em relacdo ao peso em gramas visto
em 16 semanas, foi observado em 20 semanas, quando comparados os grupos CAF e
DP, onde os animais alimentados com CAF possuiam maior peso em gramas.

No que se refere aos grupos que agora sofreram diferentes tipos de
intervencdo, podemos observar inicialmente que o grupo DP + O3, controle da
suplementacdo de Omega-3, ndo demonstrou nenhuma diferenca significativa em
relacdo ao grupo DP, demonstrando assim que a suplementagdo com O3 né&o altera os
padrbes alimentares, bem como o peso dos animais. Ja o grupo CAF + O3, apresentou
menor consumo em gramas, em relacdo ao grupo CAF, mas nédo apresentou diferenca
em relagdo consumo total energético e eficiéncia energética. No entanto, no que se refere
ao peso, podemos observar uma diminuicao significativa no grupo CAF que recebeu O3
por 4 semanas. Quando realizada a comparacao entre o grupo CAF+O3 e CAF/DP + O3,
0 grupo CAF+03 apresentou um maior consumo total energético, porém uma menor
eficiéncia energética. Porém, os grupos CAF+0O3 e CAF/DP+03 ndo apresentaram
diferencas entre si no consumo total em gramas nem em relacéo ao peso corporal, mas
ambos apresentaram valores menores de peso corporal e consumo total em gramas em

relacdo ao grupo CAF.
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Na comparacéo realizada entre os dois grupos que tiveram mudancas de
dieta, suplementados ou ndo com O3, grupos CAF/DP+03 e CAF/DP, o grupo CAF/DP,
que ndo foi suplementado com Omega-3, mas apenas passou a receber uma dieta
padrao, apresentou diferenca significativa em todos os parametros alimentares em
relacdo ao grupo CAF/DP+03, sendo o consumo total em gramas e 0 consumo
energético maiores, e a eficiéncia energética menor, apenas nao apresentado diferenca
significativa no que se refere ao peso corporal. Além disso, o grupo CAF/DP apresentou
diferencas significativas em relacdo ao grupo CAF, também nas 20 semanas, sendo 0

consumo em gramas maior e a eficiéncia energética menor (Tabela 4).

4.2 GLICEMIADE JEJUME ITT

A glicemia de jejum, demonstrada na tabela 5, juntamente com o ITT (figura
3), foram utilizados para a avaliacdo de parametros metabélicos que sofrem alteracfes
com a obesidade, e com o intuito de verificar a capacidade do modelo animal em

desenvolver essas alteracdes, como por exemplo, resisténcia a insulina e hiperglicemia.

Tabela 5 - Glicemia de jejum expressa em média e desvio padrdo em 16 semanas e apés
suplementacéo, em 20 semanas, com n de 6 animais/grupo.

16 semanas 20 semanas
Grupos Glicemia de jejum (mg/dL)
DP 112,3+£4,2 105,6 £ 12,12
DP+03 - 96,6 £ 13,5
CAF 162,5+6,82 144,0 £ 15,22
CAF+03 - 106,2 £ 17,5
CAF/DP+03 - 111,3£9,2b
CAF/DP - 123,0£ 7,6

DP — Dieta padréo; CAF — Dieta cafeteria; 03 — Omega-3. 2 Diferenca significativa em relagéo ao grupo
DP no mesmo periodo de tempo; P Diferenca significativa em relacéo ao grupo CAF 20 semanas. Teste t
em 16 semanas e Anova de uma via com post-hoc de bonferroni em 20 semanas, foram consideradas
significativos os resultados com p<0,05.
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Figura 3 Teste de Tolerancia a Insulina

Dados expressos em média e desvio padrdo em 16 semanas e apds suplementacao, em 20 semanas, com
n de 6 animais/grupo. DP — Dieta padrdo; CAF — Dieta cafeteria; 03 — Omega-3; ASC — Area sobre a curva.
2 Diferenca significativa em relagédo ao grupo DP; P Diferenca significativa em relagédo ao grupo CAF 20
semanas; Teste t em 16 semanas e Anova de uma via com post-hoc de bonferroni em 20 semanas, foram
consideradas significativos os resultados com p<0.05.

Em 16 semanas, os resultados da glicemia de jejum (tabela 5) demonstraram
diferenca significativa entre os grupos CAF e DP, onde o grupo CAF apresentou uma
glicemia de jejum maior que o grupo DP. Da mesma forma, os resultados do ITT
mostraram uma diferenca significativa entre os grupos CAF e DP, onde o grupo CAF
apresentou uma diminuicdo mais lenta dos niveis de glicose (Figura 3 A), dado esse
comprovado pelo gréafico que apresenta a area sobre a curva, sendo essa maior no grupo
CAF (Figura 3 B).

Comparando o grupo CAF com o grupo CAF+03, que recebeu a
suplementacdo de Omega-3 por quatro semanas a partir da 162 semana, pode-se
observar uma diferenca significativa entre esses grupos ao final das 20 semanas, tanto

na glicemia de jejum, quanto no ITT, onde o grupo CAF apresentou maior glicemia de
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jejum e um menor decaimento da glicose, comprovado pela area sobre a curva maior
(dados demonstrados na tabela 5 e na Figura 3 A e C).

Em relacdo aos grupos CAF+O3 e CAF/DP+03, ndo foram observadas
diferencas significativas, tanto na glicemia de jejum, quanto no ITT. O mesmo ocorreu
com os grupos controles, DP e DP+03, onde estes nao apresentaram diferencas entre
si. Da mesma forma, o grupo CAF/DP néo apresentou diferenca significativa em relagéo
aos grupos suplementados com Omega-3 (CAF+0O3 e CAF/DP+03), no que se refere a
glicemia de jejum. A mudancga alimentar realizada no grupo CAF/DP néo foi eficaz na
reducao da glicemia de jejum quando comparado ao grupo CAF, dado esse demonstrado
na Tabela 5, porém, no ITT (Figura 3 C e D), pode-se observar uma melhora na tolerancia

a insulina, onde o grupo apresentou reducdo da glicemia em relagéo ao grupo CAF.

4.3 ENSAIOS DE GENOTOXICIDADE E MUTAGENESE

O Ensaio cometa foi realizado com o objetivo de avaliar os danos ao DNA dos
camundongos alimentados com dieta CAF, e avaliar o potencial do Omega-3 em reduzir
esses danos. O teste foi realizado em duas fases, sendo a primeira na caracterizacao do
modelo animal, apds 16 semanas das duas dietas, e a segunda ao final do experimento,

em 20 semanas, apos 4 semanas de diferentes intervencdes.

16 semanas O op 20 semanas
40 B CAF 30 o op
a
S a < O DP + 03
> N @l CAF
2 204 3 3 CAF+03
g $ @@ CAF/DP + O3
= S 40 @B CAF/DP
S 104 3 b,c
8 ¢
0- o

Figura 4 - Ensaio Cometa

Dados expressos em média e desvio padrdo em 16 semanas e apés suplementacao, em 20 semanas, com
n de 8 animais/grupo. DP — Dieta padréo; CAF — Dieta cafeteria; O3 — Omega-3. 2 Diferenca significativa
em relacdo ao grupo DP; P Diferenca significativa em relagdo ao grupo CAF 20 semanas; ¢ Diferenca
significativa em relacdo ao grupo CAF/DP+03. Teste t em 16 semanas e Anova de uma via com post-hoc
de bonferroni em 20 semanas, foram consideradas significativos os resultados com p<0,05.
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Em 16 semanas (Figura 4 A), o grupo alimentado com a dieta CAF apresentou
maiores niveis de danos ao DNA do que grupo DP, demonstrando assim que a dieta CAF
leva a danos ao DNA nos camundongos. Na avaliacdo apés 20 semanas, 0s animais do
grupo CAF continuaram a apresentar maiores niveis de dano ao DNA em relagédo ao
grupo DP (Figura 4B).

Quando as comparacdes foram feitas entre os grupos em 20 semanas do
experimento podemos observar que o grupo DP+0O3 demonstrou niveis de danos ao DNA
semelhantes ao grupo DP, mostrando assim, que a suplementacdo de Omega-3 no
aumenta os niveis de danos. Em relacdo a suplementacdo com Omega-3, o grupo
CAF+03 quando comparado com o grupo CAF, apresentou menores niveis de danos ao
DNA. Ja o grupo CAF/DP+03, em compara¢do com o grupo CAF+03, que nao mudou
de dieta e apenas recebeu O3, mostrou que a mudanca de dieta apenas nao leva a
mudancas nos niveis do DNA, ja que ambos 0s grupos apresentaram niveis semelhantes
(Figura 4B), mas ambos menores que os valores encontrados no grupo CAF no mesmo
periodo, bem como em 16 semanas.

Quando realizada a comparacéo entre os grupos CAF/DP+0O3 e CAF/DP, o
grupo CAF/DP apresentou maiores niveis de danos ao DNA em relacdo ao grupo
CAF/DP+ O3, porém os niveis de danos ao DNA apresentaram-se menores que 0 grupo
apenas com dieta CAF, demonstrando assim, que a mudanca de dieta reduz os danos o
DNA, contudo a suplementacdo de Omega-3 torna a reducdo de danos mais eficaz
(Figura 4B).

Para a analise da mutagénese, foi realizado o teste de micronucleo ao final do
experimento, apds as 20 semanas de experimento (Tabela 6). A dieta CAF e a
suplementacdo de Omega-3 n&o causaram nenhuma alteracdo na producédo de
eritrocitos e também néo houve citotoxicidade nestas células, causados pela dieta CAF
ou pelo Omega-3, dado comprovado pela andlise da proporcdo das células, onde

nenhum grupo apresentou diferenca significativa em relacdo ao grupo DP.
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Tabela 6 — Teste de Micronicleo com dados expressos em média e desvio padrdo em 16
semanas e ap6s suplementacdo, em 20 semanas, com n de 8 animais/grupo.

Micronucleo
Grupos EPC ENC Proporcgéao
DP 08+0,7 0,3+0,5 0,52 +0,05
DP + O3 0,7+0,8 0,8+04 0,56 + 0,06
CAF 46+1.8* 48 +19a 0,51 +0,05
CAF + O3 0,4+0,6° 0,3+0,5°5 0,52 +0,07
CAF/DP + O3 1,0+1,2° 1,2 +1,6° 0,55 + 0,03
CAF/DP 1,8+1,2° 1,2 +0,4b 0,53 +0,03

DP — Dieta padréo; CAF — Dieta cafeteria; 03 — Omega-3. 2 Diferenca significativa em relagéo ao
grupo DP; b Diferenga significativa em relagdo ao grupo CAF. Anova de uma via com post-hoc de
bonferroni p<0,05.

A alimentacdo com dieta cafeteria, demonstrou ter uma acdo mutagénica
sobre as células da medula 6ssea dos camundongos, ja que conforme os dados de
eritrocitos micronucleados apresentados na Tabela 6, o grupo CAF, alimentado com essa
dieta, apresentou aumento no niumero de MNSs, tanto em eritrocitos imaturos, quanto
maduros (EPC e ENC, respectivamente), quando comparado ao grupo DP.

O grupo DP+03 demonstrou niumeros de células micronucleadas semelhantes
ao grupo DP, mostrando assim, que a suplementacdo com Omega-3 ndo é mutagénica.
Em relacdo a suplementacdo de Omega-3, todos 0s grupos que receberam
suplementacao apresentaram menores numeros de MNs (em EPC e ENC), sendo esses
semelhantes aos valores do grupo DP. Os grupos CAF+03, CAF/DP+0O3 e CAF/DP nao
apresentaram diferencas entre si em relacdo ao niumero de MNs, demonstrando assim
que a suplementacdo com 6émega-3 € capaz de diminuir ou reverter essas mutacoes

causadas pela dieta cafeteria.
4.4 INDICE DE ADIPOSIDADE

O indice de adiposidade foi realizado para avaliar se a quantidade de tecido
adiposo sofre alteracbes apds alimentacdo com dieta cafeteria por 20 semanas ou

suplementacdo com dmega-3.
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Figura 5 - indice de adiposidade

Dados expressos em média e desvio padrdo em 16 semanas e apés suplementacdo, em 20 semanas, com
n de 6 animais/grupo. DP — Dieta padréo; CAF — Dieta cafeteria; 03 — Omega-3. 2 Diferenca significativa
em relacdo ao grupo DP; ° Diferenca significativa em relagdo ao grupo CAF; ¢ Diferenga significativa em
relacdo ao grupo CAF/DP. Anova de uma via com post-hoc de bonferroni p<0,05.

O grupo alimentado com CAF apresentou um maior indice de adiposidade que
o grupo DP, demonstrando que a dieta cafeteria aumenta a quantidade do tecido adiposo.
O grupo DP+03 nao apresentou diferencas significativas em relacdo ao grupo DP,
mostrando assim que o Omega-3 ndo altera este indice. Em relacdo a suplementacéo
com Omega-3, o grupo CAF+03 apresentou diferenca significativa em relagdo ao grupo
CAF.

Na comparagdo entre os grupos CAF+O3 e CAF/DP+03, ndo se observou
diferencas significativas entre os grupos, demonstrando que a mudanga de dieta nao
influencia na reducdo do tecido adiposo. Porém, na comparacdo entre 0S grupos
CAF/DP+03 e CAF/DP, observa-se que o grupo CAF/DP possui um menor indice de
adiposidade que o grupo CAF/DP+03.
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5 DISCUSSAO

Nos ultimos anos, a obesidade tem se tornado um dos maiores problemas de
saude no mundo, sendo também uma das patologias que mais traz gastos para as
organizacdes de saude (Vasanth et al., 2019). Além disso, a morbidade dessa doenca
tem crescido cada vez mais (Kinlen et al., 2017).

Com o aumento de pessoas obesas no mundo, o estudo dessa doenga tem
crescido cada vez mais, principalmente pela utilizagdo de modelos animais (Kleinert et
al., 2018). A obesidade induzida por dieta tem se mostrado efetiva para o estudo de
obesidade e também da resisténcia a insulina, ja que nesses estudos € dado aos animais
livre acesso a comidas altamente caléricas, com altos niveis de carboidratos, gorduras e
sodio, sendo esses alimentos em sua maioria industrializados (Nilsson et al., 2012).

A dieta cafeteria € um dos modelos de inducdo de obesidade por dieta muito
utilizado. E composto por alimentos ricos principalmente em carboidratos e gorduras, e
altamente palataveis, composta por alimentos como salgadinhos, biscoitos e doces entre
outros (Leigh et al., 2019). A palatabilidade da dieta cafeteria pode ser comprovada
através dos dados expostos na tabela 3, onde nos dados do consumo em gramas por
animal, pode-se ver a preferéncia dos animais pelo consumo da dieta cafeteria em
detrimento do consumo da dieta padrdo que também era oferecida junto.

O consumo de dieta cafeteria pelos animais também induz hiperfagia e
aumento da ingestdo de energia (Lalanza et al., 2014; Gomez-Smith et al., 2016). A dieta
cafeteria costuma conter uma grande quantidade de aclcar, aumentando assim o apetite
(Oliva et al., 2017), ou seja, 0s animais sentem mais vontade de comer esses alimentos
em maiores quantidades, como visto na tabela 3. Na comparacao entre os animais dos
grupos DP e CAF, pode-se observar que houve o maior consumo em gramas pelos
animais que consumiram a CAF, e 0 mesmo comportamento foi observado no consumo
total energético.

Apols 16 semanas de alimentacdo com dieta cafeteria, os animais do grupo
CAF apresentaram maior peso corporal em gramas que os animais do grupo DP, dado
esse semelhante ao visto no estudo de Gil-Cardoso e colaboradores (2017), onde ratas
foram alimentadas com uma dieta cafeteria por 17 semanas, e 0s animais do grupo CAF
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apresentaram maior peso corporal em gramas. Além disso, o estudo de Leffa e
colaboradores (2014), apOs alimentar os animais com uma dieta cafeteria, também
observaram aumento de peso nos camundongos. A razdo pela qual os animais que
consomem a dieta cafeteria tem um maior aumento de peso da-se pelo fato de a dieta
cafeteria possuir alimentos mais cal6ricos e mais palataveis que a dieta padréo, o que
contribui para o aumento do seu consumo (Martire et al., 2013).

O aumento de peso dos animais estd associado também ao aumento de
gordura corporal, dado esse apresentado na figura 5, onde os animais do grupo CAF
possuem maior indice de adiposidade que os animais do grupo DP. O aumento da
gordura corporal esta altamente associado ao alto consumo de alimentos caldricos, como
os alimentos fornecidos na dieta cafeteria (Marecki et al., 2011).

O comportamento alimentar dos animais também pode estar associado ao
aumento de gordura corporal, principalmente a visceral, jA que horménios de regulacéo
da saciedade, como a leptina sdo secretados principalmente por esses adipdcitos. A
leptina desempenha um papel importante na regulacdo da ingestdo de alimentos,
consumo de energia, metabolismo da glicose e secrecéo de insulina (Ahima e Flier, 2000;
Cottrell e Mercer, 2012). Estudos que encontram altos niveis de leptina sérica associam
esses altos niveis ao sobrepeso ou obesidade encontrada nos animais, ja que a mesma
sofre desregulacdo com o aumento do tecido adiposo (Myers Jr et al., 2010; Bohm et al.,
2012; Macedo et al., 2012).

A obesidade € uma condicao patoldgica de origem multifatorial resultante de
um desequilibrio entre o consumo energético e o gasto total de energia, associada a
alteracdes de muitas vias metabdlicas (Goni et al., 2015). Pensando nisso, a intervencao
nutricional, através da suplementacéo de nutrientes na dieta, tem sido visto como uma
maneira de melhorar o quadro de alteracdes metabdlicas existentes na obesidade (FDA,
2015; Rios-Hoyo e Gutiérrez-Salmean, 2016).

A utilizagcdo do 6mega-3 como intervencdo nutricional tem sido vista como
uma boa alternativa, ja que o mesmo possui propriedades que podem auxiliar na melhora
das alteracbes metabdlicas causadas pela obesidade (Siriwardhana et al., 2012). Desta
forma, neste estudo avaliou-se a utilizagdo de 6mega-3 como intervengao nutricional em

camundongos alimentado com uma dieta cafeteria, com o objetivo de simular obesidade.
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Os grupos suplementados com Omega-3 apresentaram menor peso em
gramas em relacdo ao grupo CAF, sendo que, o grupo que além da suplementacdo com
O3 sofreu troca de dieta (CAF/DP+03), apresentou uma diminuigéo do peso ainda mais
expressiva, porém ndo diferindo dos outros grupos suplementados. A reducéo do indice
de adiposidade (Figura 5) dos animais suplementados com dmega-3 esta associada a
diminuicdo de peso observada nos animais. No estudo de Liu e colaboradores (2018),
onde estudos de coorte foram avaliados para comparar as mudancgas durante a vida com
a dieta rica ou ndo em &cidos graxos poli-insaturados, como o dmega-3, 0s autores
chegaram a conclusao que as pessoas que faziam maior consumo de acidos graxos poli-
insaturados apresentavam menores aumentos de peso durante a vida adulta e também
menores riscos para o desenvolvimento de doencas.

No estudo de Keshavarz e colaboradores (2018), onde pacientes obesos e
com depressdo foram suplementados com 6mega-3 por 12 semanas, 0S pacientes
apresentaram reducao de peso e melhora nos sintomas de depressao. Além disso, o
estudo traz a hipétese que o 6mega-3 possa ter a capacidade de controlar o apetite,
reduzindo assim o peso corporal. A teoria descrita pelos autores tem semelhangca com os
resultados encontrados nesse estudo, onde os animais suplementados com 6mega-3
apresentaram menor consumo em gramas e também reducdo do peso corporal em
gramas quando comparado ao grupo CAF.

Colaborando com o exposto acima, a meta-analise de Zhang e colaboradores
(2017), que avaliou 11 estudos contendo no total mais de 600 individuos suplementados
com 6dmega-3, encontrou como resultados uma diminuicdo na circunferéncia abdominal
das pessoas suplementadas com émega-3 em relacdo ao grupo que recebeu placebo,
além disso, os pesquisadores encontraram um correlacdo com a utilizacdo do 6mega-3
e diminuicdo dos niveis séricos de triglicerideos.

Os estudos citados acima trazem resultados muito semelhantes aos
encontrados no grupo CAF+03, onde os animais continuaram se alimentando com a
dieta cafeteria e foram suplementados com 6mega-3, porém vale ressaltar que o grupo
CAF/DP+03, onde os animais interromperam o consumo da cafeteria ao iniciar a
suplementacao do 6mega-3 apresentaram melhoras ainda maiores em varios parametros

avaliados, quando comparados ao grupo CAF+03, como por exemplo, os danos ao DNA,
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0 peso corporal e o indice de adiposidade. Apesar de os dados ndo apresentarem
diferencas significativas entre estes dois grupos, vale ressaltar a importancia da mudanca
de dieta para a melhora das alteragbes causadas pela obesidade e pela dieta cafeteria.
Corroborando com este fato, o estudo de Annesi (2017), onde mulheres obesas
passaram por aconselhamentos e intervencdes nutricionais e psicologicas, mostra a
importancia da intervencdo nutricional para a atenuacdo das alteracdes causadas pela
obesidade, sendo elas ndo somente fisicas, como também emaocionais.

A dieta cafeteria também alterou os niveis de glicose e a sensibilidade a
insulina (tabela 5 e figura 3), onde os animais do grupo CAF possuiam maior niveis de
glicose e uma menor sensibilidade a insulina, podendo ser associado a uma resisténcia
a insulina. O estudo de Sampey e colaboradores (2011) encontrou resultados
semelhantes nos animais que consumiam somente a dieta cafeteria, onde 0os mesmos
apresentaram maiores niveis de glicose e menor sensibilidade a insulina pelo ITT, além
disso, os animais também apresentaram alteragcdes como maior indice de adiposidade e
esteatose hepatica.

O excesso de tecido adiposo leva a uma inflamacao de baixo grau, o que
resulta na infiltracdo de macrofagos para o tecido adiposo, fazendo assim com que a
inflamacdo se perpetue levando também a problemas na sensibilidade a insulina
(Anderson et al., 2010). Além disso, Maffeis e Morandi (2018) em seu estudo de revisao
sobre resisténcia a insulina, observaram que o aumento da gordura visceral, ou seja,
aumento do indice de adiposidade, contribuiu para diminuir a sensibilidade a insulina e
levou a resisténcia a mesma.

A utilizacdo de 6mega-3 também se demonstrou eficaz nas avaliacdes de
glicose de jejum nos animais e no ITT, onde os grupos suplementados com émega-3
apresentaram niveis de glicose mais baixos e também maior sensibilidade a acdo da
insulina, comprovado pelo IT, quando comparados ao grupos CAF. Nos estudos de Thota
e colaboradores (2019) e Ebrahimi e colaboradores (2017), onde ambos estudos
utilizaram o dmega-3 com o objetivo de melhorar a sensibilidade a insulina e também
reduzir a glicemia de pacientes com ovario policistico e DM2, respectivamente, foram

encontrados resultados positivos na melhora da sensibilidade a insulina com a utilizacao
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do 6mega-3, como observado neste estudo, porém na diminui¢cdo da glicose, o 6mega-3
nao demonstrou ser efetivo, resultados esses que diferem do encontrado nesse estudo.

Lanza e colaboradores (2013), em seu estudo, onde animais foram
alimentados com uma dieta rica em gordura para a inducdo de obesidade, utilizaram o
omega-3 como forma de suplementacdo. Em seus resultados, os pesquisadores
observaram que a utilizacdo de dmega-3 atenuou a resisténcia a insulina e também
aumentou a expresséo de genes que regulam o metabolismo da glicose. O aumento da
expressdo génica pode ser entdo visto como um dos mecanismos ao qual o 6mega-3
teve comportamento semelhante em relacédo a sensibilidade a insulina e de glicemia de
jejum mais baixas neste estudo.

Em muitos estudos sobre a obesidade o acumulo de danos ao DNA tem sido
relatado, a frequéncia desses danos ao DNA vem sendo relacionada ao desenvolvimento
de outras doencas decorrentes da obesidade, como o cancer, por exemplo (Cerda et al.,
2014; Zaki et al., 2018). Além disso, uma correlacéo positiva entre o IMC e a frequéncia
de danos ao DNA tem sido encontrada (Wlodarczyk et al., 2018). No estudo aqui
apresentado, os resultados de analise de danos ao DNA demostraram que os animais
gue faziam consumo da deita cafeteria possuiam mais danos que 0s animais que nao
consumiam, além disso, os animais do grupo CAF apresentaram aumento de peso e
maior indice de adiposidade, o que, segundo os estudos, esta relacionado ao aumento
de danos.

Algumas alteragcbes metabdlicas e celulares tem sido associadas a
instabilidade genética na obesidade, podendo levar ao desenvolvimento de tipos de
cancer. Dentre essas alteracdes, pode-se citar a inflamacédo sistémica crénica de baixo
grau devido a niveis elevados de citocinas (Fenton et al., 2009); resisténcia a insulina
devido a altos niveis de insulina, resultando em sinalizacédo alterada (Kaaks, 2004);
desregulacéo de adipocinas, por exemplo, leptina e adiponectina (Booth et al., 2015);
aumento de lipidios e altera¢des na sinalizacao lipidica (Louie et al., 2013); e estresse
oxidativo levando a alteracdes celulares e moleculares, incluindo danos ao DNA (Cerda
et al., 2014).

Conforme o exposto acima, quando avaliadas as alteragbes presentes neste

estudo, pode-se observar que os animais possuem varias altera¢des vistas como pre-
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disposicdo para o aumento de danos ao DNA, como o0 aumento de peso e
consequentemente o aumento do tecido adiposo, altos niveis de glicose de jejum e
também a baixa sensibilidade a insulina vista pelo ITT. Estas altera¢cdes podem ter levado
a instabilidade genbmica vista nos animais do grupo CAF, onde os resultados
demonstraram tanto maiores danos ao DNA no teste cometa, quanto maior frequéncia
de MNs no teste de Micronucleo.

Leffa e colaboradores (2014), viram em seu estudo utilizando dieta cafeteria
como forma de inducdo da obesidade, que apds o consumo por 14 semanas desta dieta,
0S animais apresentaram maiores frequéncias de danos ao DNA, bem como também
maiores frequéncias de mutacgdes, vistas essas pelo teste de Micronucleos. Os resultados
encontrados corroboram com o deste estudo, onde os animais do grupo CAF
apresentaram as mesmas alteracdes genotoxicas e mutagénicas.

Na obesidade, a sobrecarga cronica de energia resulta em maior producéo de
EROs e inflamacdo (Setayesh et al., 2018). Nos estagios iniciais da obesidade, o
aumento da captacdo de glicose e acidos graxos pelos adipdcitos ativa o NOX4, a
principal isoforma da NADPH oxidase nos adip6citos e induz a producao de EROs (Han,
2016). O acumulo excessivo de gordura nos adipécitos promove a producdo pro-
inflamatoria de adipocinas, citocinas proé-inflamatérias induzem invaséo do tecido alvo
pelas células imunes e o desenvolvimento de inflamacé&o crénica (Han et al., 2012). O
acumulo de linfécitos T e macrofagos no tecido adiposo durante o desenvolvimento da
obesidade promove a producédo de EROs (Weisberg et al., 2003; Gao et al., 2010). Com
isso, o aumento da producdo de EROs, sendo que, quando essas encontram-se em
excesso, levaa a lesdes no DNA, ou seja, maiores frequéncias de danos a essa
macromolécula (Yu et al. 2016).

Estudos tem mostrado também que o estresse oxidativo e a desregulacao
lipidica em individuos obesos podem resultar em niveis elevados de EROs, que por sua
vez podem causar danos oxidativo ao DNA, quebras simples ou duplas na fita do DNA
diretamente ou através da formacgéo de subprodutos reativos da peroxidagéo lipidica (por
exemplo, malondialdeido [MDA], 4-hidroxinonenal [4-HNE] e acroleina [Acr]) e
metabdlitos do &cido biliar secundario (BA) (Furukawa et al., 2004; Bernstein et al, 2005;
Cerda et al., 2014). Além disso, o reparo ineficiente ou falha do sistema de reparo em
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reparar as lesdes causadas por EROs e outras moléculas associadas a obesidade,
também fazem com que a instabilidade genémica aumente na obesidade (Setayesh et
al., 2018).

Segundo os resultados encontrados nesse estudo, o 6mega-3 apresenta
potencial em reduzir os danos e também mutacées causadas no DNA, visto pelo teste
cometa e teste de micronucleo, respectivamente. Mellouk e colaboradores (2016)
encontraram em seu estudo resultados semelhantes quanto a reducéo de danos ao DNA
causados pela dieta cafeteria com a utilizagdo de 6mega-3, derivado do 6leo de kril, além
disso, os pesquisadores observaram uma melhora nas enzimas antioxidantes dos
animais suplementados com émega-3.

Barros e colaborados (2011), utilizaram 6leo de peixe, rico em 6mega-3 em
animais com colite ulcerativa, doenca inflamatoria que leva a danos ao DNA. A a¢do do
Omega-3 nesses animais além de reduzir os danos ao DNA causados pela doenca, ainda
aumentou os niveis de IL-10, uma interleucina anti-inflamatéria. Com a reducédo da
inflamacéo através do aumento de IL-10, os pesquisadores acreditam que o0s danos
foram atenuados gracas a diminui¢cdo da inflamacao causada pela acdo do 6mega-3.

A utilizacdo de 6mega-3 também foi vista por Loock e colaboradores (2014),
onde os pesquisadores avaliaram os niveis de microndcleos em mulheres gravidas,
associando a frequéncia alimentar de alimentos ricos em 6mega-3. Em seus resultados,
observou-se que quanto mais 6mega-3 estava presente na alimentacdo das gestantes,
menor era a frequéncia de MNs nas mesmas, mostrando assim que o 6mega-3 esta
associado a uma menor instabilidade genbémica.

Outro fato a ser abordado € que os animais que receberam édmega-3 como
suplementacdo apresentaram reducédo no peso corporal, podendo ser essa associada
também aos danos ao DNA menores nesses animais, ja que a diminuicdo ou perda de
peso tem demostrado resultar também em diminuicdo dos danos ao DNA (Heilbronn et
al., 2006). Pode-se observar que o grupo CAF/DP+03 mostrou menores danos ao DNA
que o grupo CAF+03, podendo esse fato estar associado também ao peso corporal, ja
que o grupo que trocou de dieta também apresentou uma tendéncia de menor peso
guando comparado ao grupo que continuou se alimentando com a dieta cafeteria. Além
disso, como citado anteriormente, a diminuicdo ou perda de peso tem sido associada a
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melhora dos danos ao DNA, podendo entdo ser esse o motivo pelo qual o grupo
CAF/DP+03 apresentou essa tendéncia de danos menores ainda que o0 grupo que
recebeu a dieta cafeteria até o final do experimento, porém era também suplementado
com o 6mega 3.

Através do exposto, supde-se que o 6mega-3 possa ser uma boa alternativa
para ser utilizado como complemento nutricional com o objetivo de melhorar as alteracfes

causadas pela obesidade ou pelo alto consumo de alimentos industrializados.
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CONCLUSAO

A utilizacdo de dieta cafeteria para a indugdo de obesidade é um modelo
animal que tras muitas semelhangas com a alimentacdo humana, e por esse motivo
considera-se um bom modelo de estudos. Pode-se observar sua eficacia na inducéo de
obesidade através da comparacdo com 0s animais que se alimentaram somente com a

dieta padréo durante todo o experimento (grupo DP).

Desta forma, avaliando os parametros alterados no grupo CAF, observou-se
que essa dieta foi capaz de modificar desde os parametros alimentares dos animais, até
causar uma instabilidade gendmica. Essa dieta foi eficiente para elevar o peso corporal
dos animais, e consequentemente o indice de adiposidade, levou os animais a uma
possivel resisténcia a insulina, além da hiperglicemia e também levou os animais a
apresentarem altos niveis de danos ao DNA. Sendo assim, pode-se afirmar que a dieta
cafeteria realmente possui potencial para simular a obesidade nos animais de forma
semelhante aos humanos, ja que os estudos demonstraram as mesmas alteracées em

humanos com sobrepeso ou obesidade.

A utilizacdo de 6mega-3 neste estudo demonstrou muitos potenciais de uso
para esse acido graxo. Avaliando todos os parametros analisados neste trabalho, pode-
se observar que a utilizacdo do édmega-3 apresentou melhoras em muitos deles. A
reducdo de indice de adiposidade dos animais apds a suplementacédo de 6mega-3 foi um
dos parametros que apresentou grande significancia, ja que com a reducao da gordura

corporal, observou-se também a reducao de peso corporal.

Além disso, a reducédo de danos ao DNA ap0s a utilizacdo do 6mega-3 também
foi bem acentuada, dado esse que é comprovado pelo grupo CAF/DP, que nao foi
suplementado com émega-3, e apesar da reducdo de danos através da mudanca de
deita, a utilizagdo do dBmega-3 nos demais grupos tornou a reducdo de danos ao DNA

ainda maior, semelhante ao controle.

A andlises da glicemia de jejum, bem como o ITT foram outros dois testes que

demonstraram que somente a mudanca de dieta ndo é o suficiente para a melhora dos
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parametros, ja que o grupo CAF/DP por vezes ndo apresentou diminuicao significativa

em relacdo ao grupo CAF, diferentemente dos grupos suplementados com 6mega-3.

Desta forma, sugere-se que a utilizacdo de Omega-3 como intervencéo
nutricional tem grande importancia para a melhora de parametros alterados pela
obesidade, como peso corporal, adiposidade, glicemia de jejum e também os danos ao
DNA. Porém, ressalta-se a importancia de aprofundar os estudos sobre o mesmo, para
que assim as funcdes desse acido graxo possam ser esclarecidas de forma mais

aprofundadas.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

O estudo de obesidade através de modelos animais por muitas vezes pode
ser um meio mais facil de estudos mais especificos das altera¢gbes bioldgicas causadas
por essa doencga. Desta forma, a partir dos resultados obtidos aqui apresentados, novas
perguntas surgiram e a necessidade de sua resposta também.

Durante todo o processo de experimentacdo animal, pensou-se no quanto
poderia ser investigado em um experimento deste porte, e as oportunidades de procura
de respostas sdo muitas. Sendo assim, pretende-se dar continuidade ao estudo aqui
iniciado em busca de melhores esclarecimentos em relacdo ao 6mega-3 e seus possiveis
beneficios.

Durante o periodo do mestrado, planejou-se realizar alguns testes
bioguimicos, porém a pandemia vigente no momento tornou inviavel sua finalizagédo para
esta dissertacdo. Os testes que estdo dentro do planejamento para serem realizados sao:
- Perfil lipidico: compondo colesterol total, colesterol HDL e Triglicerideos.

- Perfil hepético: compondo TGO e TGP.
- Perfil renal: compondo ureia e creatinina.

Outra investigacdo ao qual planeja-se realizar sdo 0s parametros
inflamatorios. Como exposto por vezes nesta dissertacdo, o dGmega-3 possui muitas
propriedades anti-inflamatérias e a obesidade é uma doenca com carater inflamatério.
Desta forma, pretende-se investigar as interleucinas inflamatérias como TNF-a, IL-4, IL-
10 e IL-6, sendo essas interleucinas anti e pro inflamatérias importantes para a
investigagdo das acdes do 6mega-3.

Para a realizacao de todos os testes ao qual pretende-se realizar, pensou-se
previamente no processo de eutanasia dos animais, sendo assim, amostras foram
congeladas com este intuito, bem como soro sanguineo foi coletado para os testes

bioquimicos.
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