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RESUMO

Objetivo: Avaliar a protecdo fornecida pelo 6mega-3 no desenvolvimento de lesdes hepéaticas em ratos sob alimentacdo
hiperlipidica desde o desmame. Método: Estudo experimental com Wistars (n=40) divididos em 4 grupos: Normal
Controle (NC), Normal Omega (NO), Hipercalérico Controle (HC) e Hipercalérico Omega (HO). NC e HC receberam
dieta comercial e de padaria respectivamente, associada a 6leo mineral; NO e HO na mesma ordem, porém associada a
ingesta de Omega-3. Ao final, realizou coleta e anélise histoldgica do figado, além das anélises estatisticas dos dados
antropomeétricos e bioguimicos obtidos. Resultados: Analise histoldgica revelou esteatose hepatica nos grupos com
dieta hipercaldrica, sem diferencas significativas entre eles. Quanto ao peso e o crescimento, grupos com dieta
comercial apresentaram maior ganho de peso e crescimento em comparacdo com os grupos de dieta hipercalérica. Nao
houve diferenga significativa nos pardmetros bioquimicos, exceto pelos niveis de triglicerideos, maiores nos grupos de
dieta normal.Conclusdo: O dmega-3 ndo demonstrou associacao preventiva em relagdo aos danos hepéticos causados
por dieta hiperlipidica desde o desmame, sugerindo necessidade de estudos abrangentes.
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ABSTRACT

Objective: To evaluate the protection provided by omega-3 in the development of liver damage in rats fed a high-fat
diet since weaning. Method: Experimental study with Wistars (hn=40) divided into 4 groups: Normal Control (NC),
Normal Omega (NO), Hypercaloric Control (HC) and Hypercaloric Omega (HO). NC and HC received commercial and
bakery diets respectively, associated with mineral oil; NO and HO in the same order, but associated with Omega-3
intake. At the end, histological collection and analysis of the liver were performed, in addition to statistical analyses of
the anthropometric and biochemical data obtained. Results: Histological analysis revealed hepatic steatosis in the
groups with a high-calorie diet, with no significant differences between them. Regarding weight and growth, groups on
a commercial diet showed greater weight gain and growth compared to groups on a high-calorie diet. There was no
significant difference in biochemical parameters, except for triglyceride levels, which were higher in groups on a
normal diet. Conclusion: Omega-3 did not demonstrate a preventive association with liver damage caused by a high-fat
diet from weaning onwards, suggesting the need for comprehensive studies.
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Com o0 advento da Revolugédo
Industrial no século XVIII, ocorreram
mudancas  desfavoraveis nos  habitos
alimentares e no nivel de atividade fisica
diaria. Observou-se um aumento no consumo
de alimentos ultraprocessados, bem como um
crescimento dos comportamentos sedentarios.
Essa combinacdo  resultou em um
desequilibrio energético positivo,
caracterizado pela ingestdo calorica superior
ao gasto energético, o que pode contribuir
para 0 desenvolvimento da obesidade (Faludi
et al., 2017; lzar et al., 2021; Gusso et al.,
2018).

Nas ultimas quatro décadas, verificou-
se um aumento epidémico na prevaléncia da
obesidade em todas as faixas etarias (Lima,
2022; Melo et al., 2020). De acordo com
dados da Pesquisa Nacional de Salude, mais
da metade dos adultos apresentam excesso de
peso, sendo mais de um quarto da populacédo
classificada como obesa (IBGE, 2020).

Essa condicdo acarreta repercussoes
significativas a salde, resultando em perda
substancial na qualidade de vida, além de
contribuir para 0 aumento de comorbidades
(Faludi et al., 2017). O acumulo central de
gordura corporal estd associado a condicdes
como resisténcia a insulina e processos
inflamatorios, sendo o componente mais
frequentemente observado na sindrome
metabdlica (Engin et al., 2017).

A sindrome metabolica caracteriza-se
pela presenca concomitante de obesidade
abdominal, dislipidemia, hiperglicemia e
hipertensdo. Esse conjunto de fatores de risco,
quando manifestado em um individuo, eleva a
probabilidade de desenvolvimento de doengas
cardiovasculares e diabetes (Engin et al.,
2017; Yki-Jarvinen et al., 2014; Godoy-Matos
etal., 2005).

Neste estado de balango energético
positivo, 0 tecido adiposo demanda
plasticidade, incluindo a adaptacéao fisica dos
espacos anatébmicos para sua expansdo. No
entanto, a recorréncia e persisténcia desse
balango dificultam a adaptacéo, resultando em
dois fendmenos deletérios: o crescimento
hipertréfico dos adipocitos, que se rompem
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com maior frequéncia, e a deposicdo de
gordura em 6rgdos além do tecido adiposo,
principalmente no figado. Essas condicdes
podem acarretar consequéncias locais, como a
doenca hepatica gordurosa nao alcoolica, e
sisttmicas, como a resisténcia a insulina
(Monteiro et al., 2010).

A doenca hepética gordurosa ndo
alcoolica (DHGNA) caracteriza-se pelo
acumulo excessivo de gordura no figado, ndo
relacionado ao consumo de &lcool. Nesse
contexto, o figado com acimulo de gordura
produz em excesso dois componentes
importantes da sindrome metabolica: glicose e
triglicerideos. A interacdo entre essas
condicOes destaca o papel crucial do figado
como determinante das anormalidades
metabdlicas (Yki-Jarvinen er al., 2014;
Dietrich et al., 2014).

Em experimentos com animais, 0 uUso
de dietas hiperlipidicas ou hipercaléricas tem
sido empregado como modelo para induzir a
obesidade e simular as respostas metabolicas
observadas em humanos (Menezes et al.,
2010; Valle et al., 2014).

Os acidos graxos poli-insaturados n-3
de cadeia longa, como 0 eicosapentaenoico
(EPA) e o docosahexaenoico (DHA), tém sido
amplamente  estudados devido a sua
capacidade de reduzir os niveis plasmaticos
de triacilglicerois, aumentar a lipoproteina de
alta densidade (HDL) e diminuir a
hipertensdo arterial sisttmica. Contudo, é
importante ressaltar que a converséo do acido
a-linolénico, de origem vegetal, em EPA e
DHA no organismo é limitada, justificando a
necessidade de suplementacdo (Fernandez et
al., 2015).

A Sociedade Brasileira de Cardiologia
recomenda o consumo de &cidos graxos n-3
em casos de insuficiéncia cardiaca, e estudos
fornecem evidéncias consistentes sobre os
beneficios desses lipidios na protecdo
vascular, reducdo da adiposidade visceral e
controle da dislipidemia (Lotternberg et al.,
2019). Estudos experimentais com roedores
demonstraram que a suplementacdo com
acidos graxos n-3 pode reduzir o acimulo de
gordura, mesmo em dietas hipercaloricas.
Contudo, ndo ha informagbes disponiveis
sobre 0 impacto da suplementagdo desde o
desmame no desenvolvimento de doencas

44
v.02, n. 06. 2024. p. 43-55



Cortez, LF.; Pereira, ALFG.; Morais, AL.; Grande,
RM

cronicas degenerativas (Menezes et al., 2010;
Valle et al., 2014).

Este estudo tem como objetivo
investigar o potencial efeito protetor dos
acidos graxos poli-insaturados n-3 no
desenvolvimento de lesbes hepéaticas em ratos
alimentados com uma dieta rica em lipidios
desde o periodo de desmame. Além disso,
busca-se analisar indicadores antropometricos
e parametros bioquimicos para avaliar a
possivel — prevencdo das  complicagdes
associadas a obesidade.

O estudo experimental, aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Faculdade de Medicina de Itajuba
sob o registro n° 01/19, foi realizado entre
dezembro de 2019 e fevereiro de 2020. Foram
utilizados quarenta animais Rattus norvegicus
da linhagem Wistar, machos, com 21 dias
(pés-desmame), provenientes do biotério da
mesma instituicdo. Os animais foram
alocados aleatoriamente em grupos de cinco
para garantir melhor conforto, sendo alojados
em gaiolas de plastico (49x34x16 cm),
forradas com serragem, cobertas por grade
metélica vazada e equipadas com dispensador
de agua. As gaiolas foram entdo designadas
aleatoriamente em quatro grupos
experimentais, com duas gaiolas e dez
animais por grupo: Normal Controle (NC),
Normal Omega (NO), Hipercaldrico Controle
(HC) e Hipercalérico Omega (HO)
(Gongalves et al., 2014; Rosini et al., 2012;
Lima-Leopoldo et al., 2014).

As gaiolas foram mantidas em
ambiente com temperatura controlada (22°C +
2°C), com ciclo claro/escuro alternado de
doze horas, e 0s animais tiveram acesso ad
libitum a alimentacéo e 4gua durante 63 dias.
Durante esse periodo, 0s animais receberam
diariamente Omega 3 (18 EPA / 12 DHA —
1,5:1) ou 6leo mineral por gavagem, na dose
de 7 g/dia. (Gongalves et al., 2014) O grupo
NC foi alimentado com ragdo comercial e
6leo mineral, o grupo NO com ragédo
comercial e Omega 3, o grupo HC com dieta
hipercaldrica e 6leo mineral, e o grupo HO
com dieta hipercalérica e Omega 3. A dieta

Revista da Faculdade de Ciéncias Medicas da Paraiba
Journal of the Faculty of Medical Sciences of Paraiba

Associacdo do uso prolongado de 6mega-3 na
prevencdo de lesGes hepaticas em ratos

hipercaldrica consistiu em pdo com leite
condensado oferecido isoladamente (Menezes
etal., 2010; Neves et al., 2013).

Foi realizada a pesagem com balanca
eletrbnica e comprimento créanio caudal dos
animais com fita métrica duas vezes por
semana durante todo o experimento. Ao final,
calculou-se o indice de Lee, obtido através da
raiz cubica do peso dividida pelo
comprimento cranio caudal, usado como
forma acurada e rapida para determinar
obesidade em ratos (Machado et al., 2014).

No 64° dia do experimento, foi
realizada a coleta de sangue por sangria axilar
para analise bioquimica dos niveis de
colesterol total, triglicerideos, AST e ALT. O
material coletado foi alocado em tubos
Eppendorf, centrifugado, armazenado em
biofreezer e enviado ao laboratorio de anélises
clinicas da Universidade Federal de Alfenas
(UNIFAL-MG). Os resultados  foram
analisados estatisticamente utilizando o
software Minitab®. Primeiramente, os dados
foram avaliados quanto a normalidade da
distribuicdo pelo teste de Anderson-Darling.
Os dados classificados como paramétricos,
que incluiram triglicerideos, ureia e
creatinina, foram comparados por meio da
analise de variancia (ANOVA) e do teste t,
que confrontou as diferencas entre as
medianas dos grupos. Para as variaveis nao
paramétricas, como AST, ALT, peso e
comprimento cranio-caudal, foi aplicado o
teste de Kruskal-Wallis para comparar as
médias entre os grupos. Foi adotado um valor
de p < 0,05 para a significancia estatistica dos
testes utilizados (Castello et al., 2011,
Burlamaqui et al., 2014).

Além disso, foi realizada a necrépsia
dos animais, com a obtencdo do figado para
pesagem e andlise histopatolégica. O 6rgéo
foi acondicionado em formalina a 10% e
submetido a processamento histologico por
histotécnico. Os materiais foram embebidos
em parafina e cortados com um micrétomo
rotativo. As laminas resultantes foram coradas
com hematoxilina e eosina e preparadas para
analise histologica. Os parametros de
esteatose, atividade inflamatoria e fibrose
foram avaliados pelo médico patologista
Rogério Mendes Grande, utilizando uma
classificacdo ordinal para cada parametro. Os
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dados obtidos foram submetidos a analise
estatistica utilizando o software Jamovi®.
Para os dados ordinais, as informacdes entre
os grupos foram analisadas pelo teste de
Kruskal-Wallis, que revelou diferencas
significativas. Em seguida, foram realizadas
comparacfes multiplas pelo teste Dwass-
Steel-Critchlow-Fligner. Em todos 0s casos,
foi adotado um nivel de significancia de 5%.
Os dados foram analisados para
verificar a associacdo entre o grau de
esteatose hepética e os pardmetros AST, ALT
e triglicerideos. Para essa analise, utilizou-se
0 software Jamovi®. Como se tratava de uma
analise entre variaveis quantitativas e uma
variavel qualitativa ordinal, foi aplicado o
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teste de correlacdo de Spearman. Adotou-se
um valor de p < 0,05 para a significancia dos
testes.

A andlise histolégica do figado
revelou a presenca de esteatose hepética nos
grupos alimentados com dieta hipercalorica,
em comparagdo com 0s grupos que receberam
dieta normal. Ndo foi observada diferenca
significativa entre os grupos submetidos a
dieta hipercaldrica, conforme mostrado na
Figura 1. Além disso, ndo foram
identificadas  outras  alteragdes, = como
artefatos, atividade inflamatdria ou fibrose.

Figura 1. Presenca de esteatose hepatica por grupo de ratos wistar.
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Em relacdo ao peso, o grupo HC
apresentou um ganho significativamente
menor em comparagdo ao grupo controle
(NC) (p < 0,0001), seguido pelo grupo HO (p
= 0,0012). A analise do comprimento cranio-
caudal revelou que o grupo HO teve um
crescimento significativamente maior em
comparagdo ao grupo que recebeu dieta
normal (NO) (p < 0,0001).

Ao comparar as dietas normais, apenas
0 grupo NC apresentou crescimento cranio-
caudal significativo, sem a associacdo do
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Omega 3 (p = 0,0002). Entre 0s grupos
alimentados com dieta hipercalorica, 0 grupo
HO, que recebeu a associacio de Omega 3,
mostrou maior crescimento em comparagao
ao grupo HC (p = 0,0001). Nao foram
observadas diferencas significativas no indice
de Lee entre as amostras (p = 0,5253).

Em relacdo a média de colesterol, ndo
foram observadas diferencas significativas
entre os grupos (p = 0,0830), conforme
mostrado na Figura 2. A média de
triglicerideos foi significativamente maior no
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significativas  nos  outros  parametros
comparados. Em relacdo a ALT, a dosagem
média foi maior no grupo NO em comparacéo
ao grupo HO (p = 0,019), e o grupo HC
apresentou o menor valor estatisticamente
significativo em comparacdo aos demais
grupos, conforme observado na Figura 5.

grupo NO em comparacao ao grupo HO (p <
0,001) e no grupo NC em comparagdo ao
grupo HC (p = 0,012), conforme evidenciado
na Figura 3. Quanto a transaminase AST, 0
grupo HC apresentou o menor Vvalor
estatisticamente significativo em comparagédo
aos outros grupos, como mostrado na Figura
4. Nao foram observadas diferencas

Figura 2. Valores de colesterol por grupo de ratos wistar
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Figura 3. Valores de triglicerideos por grupo de ratos wistar
2507
200 ‘
@ 1507
whd
a
100 ‘
507 ‘
TRIGLICEDIDES (NC) ~ TRIGLICEDIDES (NO)  TRIGLICEDIDES (HC)  TRIGLICEDIDES (HO)
Fonte: Imagem do autor
47
Revista da Faculdade de Ciéncias Medicas da Paraiba v.02, n. 06. 2024. p. 43-55

Journal of the Faculty of Medical Sciences of Paraiba



Cortez, LF.; Pereira, ALFG.; Morais, AL.; Grande,
RM

Associacdo do uso prolongado de 6mega-3 na
prevencdo de lesGes hepaticas em ratos

Figura 4. Valores de AST por grupo de ratos wistar
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Figura 5. Valores de ALT por grupo de ratos wistar
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Em relacio a comparacdo do
parametro esteatose hepatica com os niveis de
AST, ALT e triglicerideos, observou-se que
0os niveis de triglicerideos e ALT
apresentaram um coeficiente de correlacéo
moderado com o nivel de esteatose, embora
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com correlagdo inversa. Por outro lado, o
AST mostrou um coeficiente de correlagdo
fraco com o nivel de esteatose, também com
correlacdo inversa. Esses resultados estéo
detalhados na Tabela 1.
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Tabela 1. Comparacéo dados bioquimicos com o nivel de esteatose hepatica

1 —~n°—r—— 1 1

Esteatose Rho de -0.583***
Hepatica Spearman
p-value < .001

-0.393* -0.530***

0.015 <.001

Nota. * p < .05, ** p < .01, *** p < 001

A patogénese da  hepatopatia
esteatdtica ndo alcodlica (HENA) é um
processo complexo, envolvendo alteragdes
metabolicas, inflamatérias e de estresse
oxidativo (Albert et al., 2020). Essas
alteracBes incluem o acimulo excessivo de
triglicerideos (TG) no citoplasma dos
hepatécitos e a formacdo de radicais livres
(Yang et al., 2019).

Diversos fatores estdo envolvidos no
desenvolvimento da hepatopatia esteatdtica
ndo alcodlica (HENA). A obesidade, por
exemplo, aumenta a sintese de acidos graxos
e reduz sua oxidacdo. O diabetes mellitus tipo
2 e a resisttncia a insulina também
contribuem para o aumento da quebra de
lipidios no tecido adiposo e para a
subsequente sintese de acidos graxos. Quando
o figado ndo consegue exportar triglicerideos
adequadamente, o acUimulo excessivo de
acidos graxos contribui para 0
desenvolvimento da esteatose hepatica
(Martins et al., 2016; Norris, 2021).

As diretrizes atuais recomendam o uso
de Omega-3 devido a sua capacidade de
reduzir a mortalidade, melhorar os desfechos
coronarianos e diminuir 0s niveis de
triglicerideos.>  Além  disso,  foram
estabelecidos efeitos benéficos do 6mega-3
em diversas condi¢bes de saude, incluindo,
doencas cardiovasculares, sindromes
metabolicas, doencas inflamatdrias, doencas
psiquiatricas e neurodegenerativas, bem como
doencas renais e hepaticas (lzar et al., 2021).

No que diz respeito a capacidade da
EPA e DHA em reduzir a progressdo da
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hepatopatia esteatotica ndo alcodlica (HEPA),
a literatura ndo apresenta consenso. Masterton
et al., em 2010, demonstraram que uma dieta
rica em Omega-3 foi capaz de diminuir a
esteatose hepética (Masterton et al., 2010).
Em contrapartida, Scorlett et al.,, em 2018,
relataram  beneficios na reducdo dos
triglicerideos hepéticos em ensaios clinicos,
mas ndo observaram  reducdo  nas
caracteristicas da esteatose (Scorletti et al.,
2018). Yang et al.,, em 2019, destacaram a
controveérsia sobre a capacidade dos éacidos
graxos poli-insaturados n-3 em reduzir o
estresse oxidativo e impactar a evolugdo da
doenca (Yang et al., 2019).

Neste estudo, que acompanhou ratos
Wistar desde o0 nascimento, os dados
histol6gicos revelaram o desenvolvimento de
esteatose hepética nos grupos que receberam
dieta de padaria, independentemente do uso
de Omega-3. Além disso, esses grupos
apresentaram niveis menores de triglicerideos.
Esses resultados estdo alinhados com o0s
achados relatados por Scorlett et al. em 2018
(Scorletti et al., 2018).

No entanto, ndo foi identificada a
presenca de atividade inflamatdria ou fibrose
em nenhum dos grupos, 0 que estd em
consonancia com os niveis de AST e ALT.
Isso impossibilita a determinagdo de uma
associacdo de protecdo ou estimulo do
dmega-3 nesses processos. E importante
ressaltar que essas observagdes podem ter
sido influenciadas pelo curto periodo do
estudo e pelo tamanho limitado da amostra
utilizada.

Ao examinar 0S dados
antropometricos, observou-se que 0S grupos
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alimentados com dieta comercial
apresentaram um maior ganho de peso e
crescimento em comparacdo com 0S animais
que seguiram o regime hipercaldrico. Os
grupos NO e HO mostraram um menor
aumento de peso em relagdo ao grupo NC.
Estudos anteriores sugerem que dietas ricas
em Omega-3 podem proteger contra o ganho
de peso subsequente a dietas hipercaldricas,
reduzindo o ndmero de células no tecido
adiposo e diminuindo a lipogénese, resultando
em uma menor acumulagdo de gordura
(Menezes et al., 2010; Fernandez et al., 2015;
Burlamaqui et al., 2014; Tostes et al., 2021).

Foi observada uma correlacdo
significativa no comprimento dos grupos NO
e HO, com a dieta comercial resultando em
um crescimento mais expressivo. Esse
crescimento pode ser atribuido a um melhor
aporte nutricional dessa dieta. No entanto,
ap6s o calculo do indice de Lee, as amostras
ndo apresentaram diferenga significativa,
impossibilitando a comparacdo entre 0s
grupos. Isso evidencia que os resultados ainda
sdo controversos (Fernandez et al.,, 2015;
Burlamaqui et al., 2014; Tostes et al., 2021).

Devido as propriedades antioxidantes,
antiplaquetérias, antitromb@ticas, anti-
inflamatorias e  vasodilatadoras  das
lipoproteinas de alta densidade (HDL), e
descrito em  pesquisas um  efeito
antiaterogénico associado. Alguns autores
sugerem que 0 aumento na propor¢do de HDL
e a alteracdo no colesterol total induzidos pelo
o6mega-3 podem potencializar efeitos anti-
inflamatdrios e melhorar o metabolismo
lipidico, resultando na reducdo dos
triglicerideos no sangue (Pappiani et al.,
2016).

Entretanto, nossa pesquisa obteve
resultados contraditérios em relagdo ao efeito
do 6mega-3 na reducdo do colesterol total e
dos triglicerideos, apesar de utilizarmos a
mesma proporcao de 1,5:1 (EPA/DHA). Isso
contrasta com os resultados obtidos por Laura
Luis et al. em 2013, que suplementaram
ratas Wistar por 13 semanas e ndo observaram
diferencas no perfil lipidico entre os grupos
que receberam proporgdes de EPA/DHA de
1:1, 2:1, 1:2 e oleo de soja de linhaca. No
entanto, diferencas significativas foram
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encontradas nas propor¢bes 1:1 e 2:1,
isoladamente e em combinagdo com 6leo de
soja, em relacdo as lipoproteinas associadas a
protecdo  cardiovascular. Como  ndo
investigamos lipoproteinas séricas em nosso
estudo, ndo podemos abordar esse aspecto. E
importante destacar também que o 6mega-3
ndo influenciou os niveis séricos de
colesterol, independentemente da dieta
fornecida, mas aumentou o0s niveis de
triglicerideos em animais alimentados com
racdo comercial em comparacdo com a dieta
de padaria, possivelmente devido a
composicdo distinta dos nutrientes (Faludi et
al., 2017; Fernandez et al., 201; Lluis et al.,
2013; Tostes et al., 2021).

Uma possivel explicacdo para a
discrepancia em relacdo ao estudo de
Rahmani et al. em 2016 (Tostes et al., 2021),
pode ser atribuida ao tipo de Omega-3
utilizado, uma vez que nossa pesquisa nao
incluiu vitamina E, ao contrério do estudo
mencionado. Outros experimentos indicam
que a auséncia de vitamina E pode levar a
peroxidacao lipidica do omega-3,
comprometendo sua eficacia e potencialmente
tornando-o prejudicial. Estudos em animais
associam o consumo de lipidios oxidados a
danos em orgaos, inflamacao,
desenvolvimento de céncer e aterosclerose
(Rahmani et al., 2017).

Estudos fornecem evidéncias sobre os
efeitos benéficos do 6mega-3 em doencas
associadas a obesidade, tanto na prevencéo
quanto no tratamento. No entanto, neste
estudo, conduzido com ratos desde o periodo
de desmame, ndo foi observada uma
associacdo protetora do 6mega-3 contra 0s
danos hepaticos causados por uma dieta
hipercalérica.

Além disso, 0s grupos alimentados
com dietas hipercaldricas apresentaram menor
ganho de peso em comparacdo com aqueles
que receberam dieta normal,
independentemente do uso de 6mega-3 na
dose de 7 g/dia. O uso prolongado do dmega-
3 também resultou em maior crescimento
cranio-caudal nos grupos com dieta
hipercalorica em relagédo as outras dietas. No
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entanto, ndo foram observadas alteracbes no
indice de Lee, o que impossibilita a
determinacdo do risco de sindrome
metabdlica e suas possiveis consequéncias,
como doencgas cardiovasculares, diabetes,
obesidade, doengas hepaticas e renais
cronicas.

Quanto aos parametros biogquimicos,
nédo foram identificadas alteracdes
significativas. Portanto, com base nos critérios
laboratoriais aplicados na fase adulta, o
modelo testado ndo demonstrou uma
associacdo preventiva do 0Omega-3 na
alimentacéo industrial desde o desmame.

Nesse estudo, foram identificadas
limitacGes relacionadas a composicdo do
produto, a associacdo com a vitamina E e a
medicdo de diversas variaveis, como
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