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RESUMO

MOREIRA, Luiza de Paula Dias, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de
2019. Efeito da semente e do 6leo de chia (Salvia hispanica L.) nas alteracoes
metabolicas em ratos alimentados com dieta rica em gordura saturada e
frutose. Orientador: Hércia Stampini Duarte Martino. Coorientadores: Helen
Hermana Miranda Hermsdorff, Maria Eliza de Castro Moreira e Frederico Augusto
Ribeiro de Barros.

O consumo de dietas ricas em gorduras saturadas e carboidratos esta associado ao
aumento da adiposidade corporal, dentre outras complicagdes metabolicas, como
estresse oxidativo, inflamacdo e esteatose hepatica. Nesse sentido, surge a
necessidade em pesquisar alimentos com alto potencial funcional que possam
auxiliar nesse controle metabolico. A semente de chia (Salvia hispanica L.) se
destaca devido ao seu elevado conteudo de fibras alimentares, micronutrientes e
compostos fendlicos, € o seu 6leo, rico em compostos bioativos como acido alfa-
linolénico, fenolicos, e tocoferdis, que podem exercer efeitos benéficos a saude por
modular positivamente as alteragdes metabodlicas causadas pelo consumo de dietas
desequilibradas. Este estudo investigou os efeitos do consumo da semente e do 6leo
de chia na modulagao de alteracdes metabolicas em ratos alimentados com dieta
rica em gordura saturada e frutose (HFHF). O ensaio bioldgico utilizou 40 ratos
machos adultos Wistar, que foram alocados inicialmente em dois grupos
experimentais, que receberam dieta padrao (AIN-93M - controle normal; n=10) e
dieta rica em gordura saturada e frutose (HFHF; n=30) contendo 4% de lipidio
proveniente do 6leo de soja, para inducdo de alteragdes metabodlicas durante 8
semanas. Apos este periodo, os animais do grupo HFHF foram randomizados em
trés grupos para avaliar o efeito das dietas tratamento na reversao das alteragdes
metabolicas causadas pela dieta HFHF, no periodo experimental de 10 semanas.
Estes animais receberam dieta HFHF (controle positivo - grupo HFHF); dieta
HFHF com substituicdo dos 4% de dleo de soja para o lipidio proveniente da
semente de chia (equivalente a 14,73% de semente - grupo SC); e dieta HFHF com
substituicdo dos 4% de 6leo de soja para o lipidio proveniente do dleo de chia
(equivalente a 4% de 6leo de chia - grupo OC). Foram avaliados dados biométricos,
consumo alimentar, varidveis bioquimicas, estresse oxidativo, inflamagao e
histomorfometria dos animais. Os dados foram submetidos a andlise de variancia

One-way (ANOVA), seguido pelo teste post-hoc Newman-Keuls, com nivel de
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significancia de P< 0,05. Como resultados, a dieta HFHF induziu alteragdes
metabolicas nos animais observadas pelo aumento das varidveis: adiposidade
corporal, glicemia, niveis de triglicerideos (TG), enzimas hepaticas AST e ALT,
acido urico, 6xido nitrico (NO) hepatico, fator de necrose tumoral (TNF) no figado,
razao neutréfilo/linficito (RNL). Além do mais, a dieta HFHF reduziu a TAC no
figado, e induziu esteatose hepatica nos animais. O consumo da semente e do 6leo
de chia restaurou o sistema antioxidante observado pelo aumento dos niveis de
superoxido dismutase no figado, e ambos apresentaram reducdo do grau de
esteatose hepatica. Além do mais, o consumo do 6leo de chia atuou na reducao da
adiposidade corporal, glicemia, TG sérico, NO, e a RNL. A semente € 0 6leo nao
foram eficazes em reduzir os niveis de AST, ALT e acido urico, assim como oS
niveis de TNF no figado, e também ndo apresentaram aumento na TAC no figado.
Nao houve diferenga significativa entre os grupos experimentais, em relagdo ao
malondialdeido e catalase no figado dos animais, € TAC no plasma. Em conclusao,
o consumo de chia foi eficaz na melhora das alteracdes metabodlicas causadas pelo
consumo de dietas ricas em gordura saturada e frutose em ratos. Mais estudos sio
necessarios para estabelecer quantidades seguras e eficazes, sem risco de

toxicidade, para possivel extrapolag¢do para consumo humano.
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ABSTRACT

MOREIRA, Luiza de Paula Dias, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July,
2019. Advisor: Effect of chia seed and chia oil (Salvia hispanica L.) on metabolic
alterations in rats fed with high saturated fat and high fructose diet. Hércia
Stampini Duarte Martino. Co-advisers: Helen Hermana Miranda Hermsdorff,
Maria Eliza de Castro Moreira and Frederico Augusto Ribeiro de Barros.

The consumption of diets rich in saturated fat and carbohydrates is associated with
increased body fat, among other metabolic changes such as oxidative stress,
inflammation and liver steatosis. In this scenario, there has been a need to study
foods with high functional properties that can assist in this metabolic control. The
chia seed (Salvia hispanica L.) stands out due to its high content of dietary fiber,
micronutrients and phenolic compounds, whereas its oil is a rich source of bioactive
compounds such as alpha-linolenic acid, phenolics and tocopherols. All the above-
mentioned substances can exert beneficial health effects by positively modulating
metabolic changes caused by the consumption of unbalanced diets. Hence, this
study aimed to investigate the effects of chia seed and chia oil consumption on the
modulation of metabolic changes in rats fed with high saturated fat and fructose
(HFHF) diet. For the in vivo assay, 40 adult male Wistar rats were allocated initially
into two experimental groups, which received standard diet (AIN-93M - normal
control; n = 10) or HFHF diet (n = 30) containing 4% lipid from soybean oil to
induce metabolic changes for 8 weeks. After this period, the HFHF group animals
were randomized into three groups to evaluate the effect of the treatment diets on
the reversal of metabolic changes caused by the HFHF diet for an experimental
period of 10 weeks. These animals received HFHF diet (positive control - HFHF
group); HFHF diet with substitution of 4% soybean oil for lipid from chia seed
(equivalent to 14.73% seed - group SC); and HFHF diet with substitution of 4%
soybean oil for lipid from chia oil (equivalent to 4% chia oil - group OC). Biometric
data, food intake, biochemical variables, oxidative stress, inflammation and
histomorphometry of the animals were evaluated in this study. Data were subjected
to analysis of variance (ANOVA), followed by the Newman-Keuls post-hoc test,
with a significance level of P<0.05. As a result, the HFHF diet induced metabolic
changes in animals observed by increase of the variables: body adiposity, blood
glucose, triglyceride (TG) levels, aspartate aminotransferase (AST) and alanine
aminotransferase (ALT) liver enzymes, uric acid, hepatic nitric oxide (NO), tumor
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necrosis factor (TNF) in the liver, and neutrophil to lymphocyte ratio (RNL). In
addition, the HFHF diet reduced TAC in the liver and induced hepatic steatosis in
the animals. The consumption of chia seed and oil restored the antioxidant system
as evidenced by the increased levels of superoxide dismutase in the liver and
reduction in the degree of hepatic steatosis. Moreover, the consumption of chia oil
reduced body adiposity, glycemia, serum TG, NO in the liver, and RNL. The seed
and oil were not effective in reducing AST, ALT and uric acid levels, as well as
TNF levels in the liver, and did not increase total antioxidant capacity (TAC) in the
liver. There was no significant difference among the experimental groups with
regards to malondialdehyde and catalase in the liver, and TAC in the plasma. In
conclusion, chia intake was effective in improving metabolic changes caused by the
consumption of diets rich in saturated fat and fructose in rats. Further studies are
needed to establish safe and effective amounts, without risk of toxicity, for possible

extrapolation for human consumption.
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1. INTRODUCAO

O consumo de alimentos ultra processados ¢ observado principalmente na
dieta da populacdo ocidental, e estd associado com excesso de peso, quadro pro-
inflamatorios e aumento do risco de desenvolver DCNT, como sindrome
metabdlica, obesidade, diabetes mellitus tipo 2 (DMT2), doenca hepatica gordurosa
nao-alcodlica (DHGNA), hipertensao arterial sist€émica, dislipidemia, doengas
cardiovasculares e neurodegenerativa e cancer (JAACKS et al., 2019, NYBERG et
al., 2018; POTI; BRAGA; QIN, 2017; WHO, 2015).

Esse perfil alimentar caracteriza-se pelo alto teor de carboidratos simples,
como frutose na forma de xarope de milho (do inglés: high fructose corn syrup -
HFCS), além do baixo contetido de fibras alimentares, micronutrientes, e
compostos bioativos, como os fenolicos, e apresenta elevado consumo de gorduras
saturadas e trans (TER HORST; SERLIE, 2017). O alto consumo de acidos graxos
poli-insaturados 6mega-6 (®m-6), e o baixo de 6mega-3 (®»-3), aumenta a razao ®-
6:0-3, estimado entre 20:1 a 25:1, podendo chegar até 50:1. De acordo com a WHO,
a recomendacdo dessa razao deve ser de 5-10:1. O aumento do consumo de ®-6
pode levar a diminui¢do dos niveis de ®-3 nos tecidos (FAO, 1994; BLASBALG
etal., 2011; SIMOPOULOS, 2004; AZIZ et al., 2010). Tais caracteristicas expdem
o individuo a um ambiente propicio ao surgimento e progressao de alteragdes
metabdlicas e modificagdes celulares (CRESCENZO et al., 2018; KHADGE et al.,
2018; INNES; CALDER, 2018).

O excesso de adiposidade corporal ¢ uma alteragdo metabdlica, a qual afeta
o metabolismo de macronutrientes, que resulta em hipertrofia e hiperplasia dos
adipdcitos, e ocasiona disfuncdo e eventual morte dos mesmos. Esse processo
provoca aumento de citocinas pro-inflamatorias, que por sua vez, ativam vias e
expressdo de genes pro-inflamatorios (WOO et al., 2019). Além disso, desordens
metabolicas, como aumento da lipotoxicidade, acumulo de lipidios no figado, estao
relacionados ao prejuizo da sensibilidade a insulina e intolerancia a glicose
(JEGATHEESAN; DE BANDT, 2017). Assim, o acimulo de lipidios no tecido
hepatico, ativa a lipogé€nese e reduz a beta-oxidagdo, exacerbando a inflamagdo
hepatica e sistémica (LONARDO et al., 2018; JENSEN et al., 2018; NYBERG et
al., 2018). Todas essas alteragdes metabodlicas estdo associadas com o estresse

oxidativo, devido ao desequilibrio do sistema redox, gerado por meio do aumento
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de radicais livres, peroxidacao lipidica, reduc¢ao da capacidade antioxidante total e
das enzimas antioxidantes endégenas (BERNARDES et al., 2017; KHOSRAVI et
al., 2019).

Nesse contexto, cresce a busca por alternativas naturais de origem vegetal,
que possuam bom perfil nutricional, com alto conteudo de micronutrientes e
compostos bioativos, que possam auxiliar na reversao de alteragdes metabolicas
causadas por dietas desbalanceadas. Nesse sentido, a semente de chia (Salvia
hispanica L.) se destaca pelo seu alto potencial funcional, por meio do elevado
conteudo de 4acido graxo o-linolénico (ALA), fibras alimentares, proteinas e
compostos bioativos (OLIVEIRA-ALVES et al., 2017; Da SILVA et al., 2017,
GRANCIERI; MARTINO; de MEJIA, 2018). Estudos realizados com animais, €
poucos com humanos, mostram efeitos benéficos da chia, na forma de semente,
farinha e 6leo, na modulagdo do estresse oxidativo, reducdo da resisténcia a
insulina, adiposidade, perfil lipidico e da inflamagdo, além de efeitos anti-
hipertensivos (Da SILVA et al., 2019; MARINELI et al., 2015a; FONTE-FARIA
et al., 2019; TOSCANO et al., 2015, VUKSAN et al., 2017). Contudo, poucos
estudos da literatura avaliaram os efeitos da chia, principalmente na forma de 6leo
em animais, tendo estes, desfechos conflitantes em relacdo ao tempo de
experimento, quantidade ofertada e o tipo de animal utilizado, se rato, ou
camundongo. Além disso, apenas cinco estudos utilizaram a dieta rica em gordura
saturada ¢ frutose, como modelo dietético de inducao de alteragdes metabolicas, a
fim de verificar os efeitos da chia na forma de semente e 6leo (MARINELI et al.,
2015a; MARINELI et al., 2015b) e semente de chia (POUDYAL et al., 2013;
POUDYAL et al., 2012a; POUDYAL et al., 2012b). Entretanto, nenhum destes,
avaliaram o efeito da chia sob a inflamacao.

Diante do exposto, torna-se necessario investigar os efeitos da semente e do
6leo em modelo animal induzido a alteragcdes metabolicas por meio do consumo de
dieta rica em gordura saturada e frutose (HFHF), caracteristicas principalmente de
dietas ocidentais. Portanto, a hipotese do presente estudo baseia-se na premissa de
que a semente ¢ o0 6leo de chia modulam processos como adiposidade corporal,
esteatose hepdtica, inflamacao e estresse oxidativo em ratos alimentados com uma

dieta HFHF.



2. OBJETIVOS
2.1.  Objetivo geral

Investigar o efeito do consumo da semente e do 6leo de chia, na modulagdo
da adiposidade, na inflamagdo, no estresse oxidativo, e na esteatose hepatica em

ratos machos adultos alimentados com dieta rica em gordura saturada e frutose

(HFHF).

2.2.  Objetivos especificos

a) Caracterizar a composicao centesimal, o contetido de fendlicos totais e analisar
a capacidade antioxidante da semente de chia;

b) Avaliar a estabilidade oxidativa e o estado de conservagao do 6leo de chia

c¢) Caracterizar o perfil de dcidos graxos do dleo de chia;

c¢) Avaliar o efeito da semente e do 6leo de chia nas medidas biométricas, ganho de
peso e consumo alimentar em ratos alimentados com dieta rica em gordura saturada
e frutose (do inglé€s: high fat high fructose - HFHF);

d) Avaliar o efeito da semente e do 6leo de chia nas variaveis bioquimicas, tais
como glicose, triglicerideo, aspartato aminotransferase (AST),
alanina aminotransferase (ALT), acido urico em ratos alimentados com dieta
HFHF;

e) Avaliar o efeito da semente e do 6leo de chia na inflamagao, estresse oxidativo e

histomorfometria hepatica em ratos alimentados com dieta HFHF.



3. REFERENCIAL TEORICO
3.1. Influéncia dos alimentos industrializados no surgimento de alteracoes
metabolicas

As modificagdes nos padrdes alimentares podem ser fundamentadas pela
industrializacdo e crescente mercado da industria alimenticia e seu marketing,
sendo capazes de influenciar o comportamento alimentar da populacdo
(MONTEIRO et al., 2013). Por conta desse impacto no perfil alimentar, houve
reducdo do tempo em realizar e preparar refei¢des em casa, € consequente aumento
do consumo de alimentos prontos e maior utilizagdo de servicos fast food, ja que
sao de rapido e facil acesso, além de serem relativamente baratos (MONTEIRO et
al., 2013; MONTEIRO; CANNON, 2012). Esse tipo de alimentacao ¢ observado
principalmente na populagdo ocidental. Uma analise comparativa dos dados das
pesquisas de orgamentos familiar (POFs) de 2002-2003 e 2008-2009, observou-se
aumento de 22% no consumo de alimentos ultraprocessados pelos brasileiros
(MARTINS et al., 2013). Nesse sentido, € preocupante a atual tendéncia do elevado
consumo dos mesmos, uma vez que possuem alta densidade energética e baixa
qualidade nutricional. Os alimentos industrializados apresentam alta quantidade de
adocantes artificiais, sal, conservantes, emulsificantes e realcadores de sabor, e sdao
pobres em antioxidantes naturais, como as vitaminas, minerais € compostos
bioativos (MONTEIRO et al., 2013; MONTEIRO; CANNON, 2012). Além disso,
possuem baixo teor de fibras alimentares e apresentam alto conteudo de
carboidratos simples, que conferem alto indice glicémico e sdo capazes de modular
0s mecanismos hipotalamicos, os quais levam a reducao da saciedade e aumento da
fome no individuo (SCHULTE; AVENA; GEARHARDT, 2015). Os carboidratos
simples, como a glicose e a frutose, sdo considerados fatores pro-inflamatério (TER
HORST; SERLIE, 2017; MONTEIRO et al., 2011), com um destaque para o
ultimo. A frutose ¢ consumida, principalmente, por meio de produtos ricos em
xarope de milho com alto teor de frutose (do inglés: high fructose corn syrup -
HFCS) (MURPHY; JOHNSON, 2003; ALLER et. al., 2013), que tem sido relatado
em contribuir para a instabilidade metabolica cronica, a qual induz aumento da
peroxidagdo de lipidios, ativacdo da lipotoxicidade e de vias inflamatérias a nivel
sistémico e hepatico, resisténcia a insulina acimulo de gordura no figado e estresse

oxidativo (BERNARDES et al., 2017; FAN; CAO, 2013).



O aumento do consumo de alimentos ultraprocessados e a baixa ingestao de
alimentos ricos em 6mega-3, como peixes, oleaginosas € sementes, como chia e
linhaga, estdo associados com a baixa qualidade de lipidios. Esse perfil alimentar
apresenta elevada quantidade de gorduras saturada e trans, e reducdo de acidos
graxos poli-insaturados, além do desequilibrio da razdo no consumo ®-6:m-3
(KHADGE et al., 2018 ; MENDONCA et al.,2016; MONTEIRO et al., 2013). Esse
perfil pode expor o individuo a um ambiente propicio ao surgimento ¢ progressao
de alteragdes metabolicas, como estado pro-oxidativo e pré-inflamatdrio sendo
capaz de alterar a funcdo da membrana celular e ocasionar efeitos deletérios (CHEN
et al., 2017).

Contudo, ndo s6 a qualidade da alimentacdo, mas também a ingestdo
excessiva de alimentos, como dietas com alta densidade caldrica, tem influéncia no
desenvolvimento de alteragcdes metabdlicas. O desequilibrio energético associado a
reducao dos niveis de atividade fisica, resultam em balango energético positivo
cronico, o qual proporciona acimulo excessivo de gordura corporal (LEE et al.,
2012). A adiposidade pode alterar o metabolismo, e representar um fator de risco
para desenvolver DCNT, dentre elas, a, dislipidemias, DMT2, DHGNA,
hipertensdo arterial sist€émica, doencas cardiovasculares e neurodegenerativas,
acidente vascular cerebral, e cancer (NYBERG et al., 2018; GROVER et al., 2015;
PRATT et al., 2014, NG et al., 2014; NATIONAL HEART & BLOOD
INSTITUTE, 1998; DINICOLANTONIO; LUCAN; KEEFE, 2015; CHEN et al.,
2017, KHADGE et al., 2018).

3.2. Metabolismo da frutose

A frutose ¢ uma hexose, conhecida também como levulose, cuja formula
quimica C6H1206 ¢ idéntica a da glicose. Difere da glicose pela presenca de um
grupo ceto na posicao 2 de sua cadeia de carbonos, versus um grupo aldeido na
posicdo 1 da cadeia de carbonos da glicose (NSEIR et. al., 2010). E constituinte da
sacarose (PB-D-frutofuranosil o-D-glicopiranosida) e de outros polimeros
denominados frutano ou inulina, além de ser encontrada sob a forma isolada na
natureza em alimentos como frutas, verduras e mel (BARREIROS et. al., 2005).

Durante muitos anos, os seres humanos consumiram em torno de 15 a 24

g/dia de frutose (4-5% das calorias totais em relagdo a 2.000 kcal/dia) provenientes
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principalmente de frutas e verduras. Atualmente, o maior consumo de frutose em
paises desenvolvidos e em desenvolvimento, sao provenientes da adicao do "xarope
de milho de alta frutose" em refrigerantes, sucos, alimentos de baixo valor
energético e livres de gluten. Sao utilizados principalmente, como adogantes em
substitui¢do a sacarose e/ou glicose, devido ao intenso sabor doce, cerca de 1,7
vezes mais que a sacarose, € o seu baixo indice glicémico (ROGLANS et. al., 2007).
O consumo de xarope de milho rico em frutose pode atingir 60 a 100g/dia e até
150g/dia se somada a frutose proveniente da sacarose. Em relacdo ao Brasil, a
ingestdo de frutose ainda ndo estd bem estabelecida. Estima-se consumo médio de
4,34g/dia de frutose livre, originaria de frutas, doces, hortali¢as e outros vegetais.
A quantidade de frutose que provém da sacarose ¢ de aproximadamente 27,5g/dia
(IBGE, 1996).

Em relacio ao seu metabolismo, no intestino delgado a frutose ¢
metabolizada e difunde-se para os vasos sanguineos através do transporte mediado
pelo GLUT 2, presente no polo basolateral do enterdcito. Dentro do enterdcito, uma
parte da frutose pode ser convertida em lactato e liberada para a circulagdo local.
Enquanto que, por meio da circulagdo portal, a frutose entra no figado pela
superficie dos hepatocitos. Diferentemente da glicose, esse processo ndo requer
hidrélise de adenosina trifosfato (ATP), e ¢ independente da absorcao de sodio
(NELSON; COX, 2016). A frutose ¢ absorvida mais lentamente que a glicose. Toda
a frutose em excesso transportada para os hepatocitos, € quase que imediatamente
degradada pela frutoquinase C, devido ao seu rapido metabolismo e utilizagdo
hepatica, sem qualquer controle de feedback negativo, independente da necessidade
de energia celular. Seu metabolismo ocorre independentemente da agcdo da insulina
no figado (CUI, et. al. 2004).

E clivada a gliceraldeido e diidroxicetona-fosfato pela frutose-1-fosfato-
aldolase. A diidroxicetona-fosfato ¢ convertida a gliceraldeido-3-fosfato por meio
da enzima glicolitica triose-fosfato-isomerase e o gliceraldeido ¢ fosforilado pelo
ATP, e posteriormente gliceraldeido-3-fosfato pela triose-quinase, o qual entrara na
via glicolitica, sendo essas duas primeiras reagdes enzimdticas singular do
metabolismo da frutose (Figura 1). A partir desta fase, o metabolismo da frutose ¢
semelhante ao da glicose (NELSON; COX, 2016; STEINMANN et al., 2001). Para

sua conversao em frutose-1-fosfato, utiliza-se ATP, e o excesso pode resultar em
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queda de fosfato intracelular e ATP, o que pode ocasionar um estresse mitocondrial
(ABDELMALEK et al., 2012; BAWDEN et al., 2016; PATEL et al., 2015). Apo6s
uma sobrecarga, a frutose entra na via glicolitica, e sua exaustdo leva ao acumulo
de intermediarios da glicose. O seu excesso pode aumentar a producao de acetil-
CoA para formagao de energia na mitocondria, ou glicerol-3-fosfato para a sintese
de triglicerideos, sendo estes combinados com ApoB e empacotados em
lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL) para secre¢do na corrente sanguinea

(STEINMANN et al., 2001).
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Figura 1: Via metabolica da frutose e inter-relagdo com o metabolismo lipidico e glicidico (NSEIR

et. al., 2010).



3.3. Alteracdes metabdlicas causadas por dietas desequilibradas

O processo desenvolve-se pelo acimulo de gordura inicialmente no tecido
adiposo. A adiposidade resulta-se em hipertrofia e hiperplasia dos adipocitos,
ocasionando sua disfungdo e eventual morte (PRATT et al., 2014; ABARCA-
GOMEZ et al., 2017). Esse processo acarreta em inflamacio local por meio do
aumento de citocinas pro-inflamatdrias, que por sua vez, ativam vias € expressao
de genes pro-inflamatérios (ALEMANY, 2013). A produgdo de citocinas também
ocorre em outros Orgdos, além do tecido adiposo, tais como figado, pancreas e
cérebro. O aumento das citocinas pro-inflamatorias principalmente no figado, ativa
vias inflamatorias (ALEMANY, 2013). Esse processo resulta em desordem
metabolica dos macronutrientes, que culmina primeiramente em aumento das
concentragdes de glicose e insulina, com reducdo na sensibilidade a insulina e
intolerancia a glicose (JEGATHEESAN; DE BANDT, 2017).

As citocinas pro-inflamatorias, tais como, fator de necrose tumoral (TNF),
interleucina 6 (IL-6), interleucina 1B (IL-1pB), proteina quimiotatica de mondcitos-
1 (MCP-1) e o inibidor do fator ativador de plasminogénio 1 (PAI-1), sdo
responsaveis por ativar um estado pro-inflamatorio local e sistémico (WOO et al.,
2019). Além disso, observa-se reducdo dos niveis de adiponectina, uma adipocina
anti-inflamatdria, que também atua no metabolismo energético, e encontra-se em
baixos niveis em individuos com excesso de peso corporal (BORGES et al., 2018;
ALEMANY, 2013). Nesse processo pro-inflamatorio, hd aumento da infiltragdo de
macréfagos no tecido adiposo, o que leva a ativacao do receptor Toll-like 4 (TLR4)
no figado (BAFFY 2009).

O TLR4 também ¢ ativado pelos acidos graxos saturados (AGS), o qual este
ativa TNF. O TLR4, assim como o TNF, medeia a ativacdo e expressdo do fator
nuclear kappa-B (NF-kB) (KIM et al., 2019; WOO et al., 2019). Ainda, o TNF,
assim como a adiposidade, se correlaciona positivamente com um biomarcador de
inflamag#o sistémica, a razdo neutrofilo/linfocito (RNL) (SUAREZ-CUENCA et
al, 2019). Além da inflamac¢do, os lipidios podem atuar na sinalizagdo e na
expressdo génica da insulina, os quais afetam o metabolismo da glicose,
prejudicando a homeostase glicose-insulina (ORMAZABAL et al., 2018). Esse
processo gera aumento da glicemia, e o efeito da resisténcia a acao da insulina gera

aumento a sintese de insulina pelas células B-pancreaticas devido a hiperglicemia.
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O quadro de hiperinsulinemia, compensatorio da RI, reduz a agdao da
insulina nos tecidos periféricos, o que leva a incapacidade dos adipocitos em
armazenar gordura e, consequente aumento da lipdlise nos adipdcitos hipertrofiados
por meio da a¢do da lipase sensivel a hormonio (HSL) (ORMAZABAL et al.,
2018). Posto que a insulina se torna incapaz de inativar a enzima HSL, este processo
favorece a liberacdo de produtos lipoliticos, como os acidos graxos livres (AGL)
para a circulagdo, estando disponiveis para a captacao hepatica (ORMAZABAL et
al., 2018; RAHIMI et al., 2013; BOLAND et al., 2018). Essa liberacao de AGL de
adipécitos disfuncionais e resistentes a insulina culminam em lipotoxicidade,
resultado do acumulo de metabolitos toxicos derivados de AGL, os quais favorecer
o acumulo de lipidios no figado (RAHIMI et al., 2013; MIQUILENA-COLINA et
al., 2011).

A frutose e os AGS sdo substratos altamente lipogé€nicos, os quais
contribuem para o acimulo de triglicerideo e da VLDL nos hepatocitos, que pode
levar a retengdo de lipidios hepaticos, conhecida como esteatose hepatica (JENSEN
et al., 2018a; PAGLIALUNGA; DEHN, 2016). A VLDL regula a esterificagao de
acidos graxos versus oxidagdo. Se houver excesso da capacidade oxidativa nos
hepatdcitos, ha uma reducdo da beta-oxidagcdo de acidos graxos, e acimulo dos
mesmos nos hepatdcitos (TER HORST; SERLIE et al., 2017). A taxa de sintese de
triglicerideo, reesterificacdo de acidos graxos ou lipogénese de novo, deve ser
superior ao aumento da taxa de secrecdo de VLDL para que ocorra a retencdo de
lipidios no figado (KOO, 2013). O acumulo de lipidios nos hepatdcitos, podem
alterar os niveis das enzimas alanina aminotransferase (ALT) e a aspartato
aminotransferase (AST), e o aumento destas, esta relacionado com lesdo hepatica
(OZER et al., 2008). A atividade hepatica da AST ¢ citosolica, e observa-se seu
maior aumento em relacdo a ALT em lesdes hepaticas. Isso pode ser devido a AST
ser um biomarcador menos sensivel e que possui uma vida-média de 12 horas
(RAMAIAH, 2007).

Dietas hiperlipidicas (HFD) adicionada de frutose, podem ocasionar o
desenvolvimento de fibrose no tecido hepatico, o que demonstra que dietas high fat
and high fructose (HFHF), potencializam os danos hepaticos, desenvolvendo a
esteato-hepatite nao-alcoodlica (NASH) (JAHN et a., 2019). Ainda, os niveis de TNF

hepatico e sistémico, que ativam as vias pro-inflamatérias, agravam a RI e
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aumentam a produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). Além do mais, os
AGL induzem o estresse do reticulo endoplasmatico, que leva a regulagdo positiva
das proteinas pro-apoptoticas, que pode levar a apoptose de hepatocitos (MENDEZ-
SANCHEZ et al., 2018). Assim como as citocinas pro-inflamatorias, a
lipotoxicidade ativa vias inflamatorias, as quais prejudicam a sinalizagdo celular de
células imunes, tecido adiposo, figado e musculo, causando disfun¢do celular e
lipoapoptose. Por consequéncia, esses processos levam a hiperglicemia,
glicogendlise e gliconeogénese, exacerbando a RI, e aumentando as taxas de
acumulo de lipidio hepatico, tendo um papel central no desenvolvimento da
esteatose hepatica, sindrome metabdlica, DMT2, dentre outras DCNT
(JEGATHEESAN; DE BANDT, 2017; LYONS; KENNEDY; ROCHE, 2016).

A producgdo de VLDL e da ApoB ¢ regulada por meio da diminuicdo da
expressdo da proteina microssomal transferidora de triglicerideos (MTP), a qual
prejudica a exportagao dos lipidios do figado por meio da VLDL. Isso favorece o
aumento do contetido de intermediarios C18:1-diacilglicerol nos hepatdcitos, o qual
estimulard a sintese de triglicerideo, comprometendo ainda mais a sinalizagio
hepatica da insulina por meio da ativa¢do da proteina quinase Ce (PKCe) e por
mecanismos compensatorios, os quais podem levar a hiperglicemia e
hiperinsulinemia (TAKAMURA et al., 2012).

Ademais, o maior consumo de ATP pela frutose, pode causar deficiéncia
hepatica de fosfato e acumular AMP. Esse processo pode resultar no aumento da
sintese de acido urico (LANASPA et al., 2012). No figado, a queda do fosfato
intracelular ativa a enzima AMP desaminase, que converte o AMP em monofosfato
de inosina (IMP), e resulta na reposi¢ao de nucleotideos da purina que culmina a
formacao do 4cido urico, por meio de precursores de aminoacidos (LEE et al., 2012;
LANASPA et al., 2012). Portanto, a frutose € o unico carboidrato que gera 4cido
urico durante seu metabolismo, a qual aumenta sua sintese e seus niveis hepaticos
(CHOI et al., 2008). Desse modo, esse aumento de acido urico pode estimular o
acumulo de lipidio hepatico e reduzir a oxida¢do dos mesmos, e principalmente
estimular a produ¢do de EROs, via ativagdo da nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato (NADPH) oxidase, aumentando o estresse oxidativo (PASCHOS et al.,
2009; CHOI et al., 2008).
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O estresse oxidativo € o desequilibrio do sistema oxidante, com aumento da
producao de oxidantes e a desregulagcdo da defesa antioxidante (KHOSRAVI et al.,
2019). As EROs compreendem os grupos radicalares, como superoxido, peroxila e
alcoxila; e os ndo-radicalares, como oxigénio, peroxido de hidrogénio (H>0»), e
acido hipocloroso. Ja as espécies reativas de nitrogénio (ERN), sdo 6xido nitrico
(NO), 6xido nitroso, acido nitroso, nitritos, nitratos e peroxinitritos. Além disso,
existem os ions metalicos, como espécies de ferro, cobre e enxofre que estdo
envolvidos no estresse oxidativo (KHOSRAVI et al., 2019). Pequenas quantidades
de oxidantes sdo essenciais para manutengdo da célula, incluindo fung¢des na
sinalizagdo intracelular e sistema imunologico. Porém, o excesso de radicais livres
prejudica o sistema redox, e pode levar a perda da defesa antioxidante, reduzindo a
atividade bioldgica das enzimas e aumentando a forma oxidada das mesmas,
ocasionando um desequilibrio homeostatico (ESTERBAUER et al., 1992). Além
disso, os oxidantes podem causar danos a célula, DNA, proteinas e lipidios,
podendo levar a apoptose e necrose celular (LENNON et al., 1991; SIES, 1999). O
sistema antioxidante endégeno, modulado pelas enzimas antioxidantes, tais como
glutationa peroxidase (GPx), superéxido dismutase (SOD) e catalase (CAT),
mantém o ambiente redutor dentro das células, processo considerado fisioldgico
(MEYER et al., 1996, IMAI et al., 1998, de HAAN et al., 1998). A enzima SOD ¢
responsavel por remover o anion superdxido, e o converte em oxigénio e H,O>. Em
seguida, a GPx e CAT decompde H>O». Existem trés isoenzimas da SOD: SODI
(Cu/Zn-SOD), presente no citosol da célula, SOD2 (Mn-SOD) presente nas
mitocondrias, e sua funcdo € eliminar o superoxido formado nas mitocondrias,
protegendo contra o estresse oxidativo, sendo que a deficiéncia da mesma aumenta
o estresse oxidativo e dano para mtDNA. J& a SOD 3, estd presente na matriz
extracelular, e sua funcdo peroxidase, pode remover H>O», mas esta por sua vez,
pode inibir a atividade da SOD3 e SOD1 (HODGSON; FRIDOVICH, 1975). A
CAT estd presente no peroxissomo e citosol de todas as células humanas, e ¢
responsavel por controlar as concentracdoes de H,O: nas células juntamente com a
GPx, reduzindo a producgdo de hidroperodxidos lipidicos e radical hidroxila. Esta
enzima atua principalmente quando ha deple¢do da GPx (ALLENTOFF et al., 1992,
STOCKER; KEANEY, 2004).
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O estresse oxidativo pode ser estimulado pelo aumento de oxidantes por
varias vias metabodlicas. Exemplos de causas endogenas sdo a energia celular,
elevada concentragdo de O, e inflamagdo. Dentre as causas exogenas, inclui-se a
alimentagdo (KHOSRAVI et al., 2019). A peroxidacdo lipidica leva ao estresse
oxidativo por meio dos radicais livres, que capturam elétrons dos lipidios
na membrana celular e levam a alteracdes na permeabilidade, fluidez e integridade
da mesma (BELENGUER-VAREA et al., 2019). A reacdo acontece principalmente
com os dacidos graxos poliinsaturados das membranas celulares, pois sao
vulneraveis a reagdes oxidativas e consequentemente podem levar a peroxidagao
lipidica. Na lipoperoxidagao de membranas, o malondialdeido (MDA) ¢ derivado
da B-ruptura de endociclizagdo de &acidos graxos poliinsaturados, como &cido
linoléico, araquidonico e docosahexaenodico (HALLIWELL, 2006).

O dano oxidante associado ao baixo consumo de alimentos ricos em
antioxidantes, como frutas vegetais, oleaginosas, peixes, que possuem compostos
bioativos, como os polifenois, vitaminas e minerais ricos em antioxidantes naturais,
induzem a diminui¢do da defesa do sistema antioxidante (SHIOMI et al., 2004),
contribuindo para o aumento do estresse oxidativo. Em razdo disso, torna-se
importante o aumento do consumo de alimentos in natura com alto potencial
funcional, ricos em nutrientes € compostos bioativos capazes de aumentar a
atividade de enzimas antioxidantes, as quais neutralizam as EROs, contribuindo
para a melhora do sistema antioxidante, com reducdo do dano e aumento da

atividade celular.
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3.4. Acidos graxos poli-insaturados

Os acidos graxos poli-insaturados (PUFAs), sao considerados essenciais por
ndo serem sintetizados pelo organismo a partir dos acidos graxos provenientes da
sintese de novo (YOUDIM; MARTIN; JOSEPH; 2000), mas também podem ser
sintetizados a partir de acidos graxos advindos da dieta (BAKER et al., 2016). O
acido linoleico (C18:2) ¢ da familia dmega-6, e pode ser obtido de plantas verdes,
nozes, linhaga, ¢ alguns 6leos vegetais, como soja ¢ 6leos de colza (CALDER,
2011). Este, produz o acido araquidonico (AA; 20: 4n-6), que também pode ser
obtido por meio do consumo de alimentos de origem animal, e desempenha um
papel crucial na sintese dos eicosanodides. A familia -3 apresenta beneficios ao
organismo humano. O ALA (18:3n-3), ¢ encontrado em plantas, como os vegetais
verdes, algumas oleaginosas, como nozes, 6leo de canola, e o 6leo de soja, no qual
0 ALA contribui com 10% do total de 4cidos graxos. O 6leo de linhaga e de chia,
sdao fontes que apresentam as maiores quantidades de ALA, sendo que o ultimo,
contribui com mais de 60% do total de 4cidos graxos (RINCON-CERVERA et al.,
2016; Da SILVA etal., 2017). O ALA proveniente da dieta pode ser destinado para
incorporacdo nas membranas celulares e pools para armazenamento em tecidos,
producdo de energia ou conversdo em -3 de cadeia mais longa PUFAs no figado
(BAKER et al., 2016). Esse acido graxo ¢ precursor metabolico dos acidos,
eicosapentaenoico (20:5n-3, EPA) e docosahexaenoico (22:6n-3, DHA) (Figura 2),
que sdo 6leos encontrados em peixes (MARTIN et al., 2006). EPA e DHA possuem
alto potencial em modificar propriedades biofisicas das membranas celulares,
alterar a sinalizagdo celular e a expressao génica (CALDER, 2014).

A bioconversdo do ALA, em EPA e DHA, acontece por meio de processos
como a dessaturacdo, alongamento e beta-oxidagao. Essa regulagdo se dd por meio
do receptor ativado por proliferador de peroxissoma-o (PPAR-a) e da proteina de
ligagdo ao elemento regulador de esterol 1c (SREBPIc), que regulam enzimas
envolvidas na sintese e oxidagao de acidos graxos (NELSON; COX, 2016). O acido
graxo linoleico e o ALA competem pelas mesmas enzimas envolvidas na
biossintese hepatica de PUFAs w-3, por meio das reagdes de alongamento da cadeia
e dessaturacdo, mesmo estas enzimas tendo maior afinidade pelo ALA,
principalmente a delta-6 dessaturase (BAKER et al., 2016; NELSON; COX, 2016).

A expressao génica envolvida na biossintese de PUFA pode ser modulada por meio
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da regulagdo epigenética (BACKER et al., 2016). Existem evidéncias de que uma
maior metilagdo do DNA entre os genes fatty acid desaturase (Fadsl) e 2,
modificam as atividades das enzimas de acidos graxos humanos, dessaturases 5, e
em menor grau a dessaturase 6 (HOWARD et al., 2014).

A atividade biologica do ALA ainda ¢ pouco compreendida, e sua
bioconversdo em EPA e DHA ¢ fortemente influenciada pelos niveis de acido
linoleico na dieta (BAKER et al., 2016). Portanto, a razao entre a ingestao diaria de
alimentos fontes de acidos graxos -6 e ®-3 deve estar em equilibrio (BURDGE,
2002). Portanto, ¢ necessario continuar as investigagdes a respeito dos beneficios

do ALA, assim como sua bioversao.
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Figura 2. Bioconversdo do 4cido alfa-linolénico (ALA) (figura retirada de BAKER et al., 2016).
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3.5. Chia: semente e dleo

A semente de chia (Salvia hispanica L.) € originada de uma planta herbacea
pertencente a familia Lamiaceae, nativa do sul do México e norte da Guatemala ha
milhares de anos (CAHILL, 2003; COATES; AYERZA 1996; IXTAINA,
NOLASCO, TOMAS, 2008). Atualmente, além desses paises, ¢ cultivada na
Argentina, Peru, Paraguai, Equador, Nicaragua, Bolivia, Brasil e Australia. Na
Europa é cultivada em estufas (MUNOZ et al., 2013; COATES, 2011). No Brasil,
61 espécies sdo cultivadas (HARLEY, 2012), e sua composicdo quimica e
nutricional pode variar de acordo com a condicao climatica, localizagdo geografica,
solo, nutrientes e ano de cultivo (AYERZA, COATES, 2010; DUBOIS et al., 2007;
AYERZA; COATES, 2004). As sementes sdo ovais de 2 mm de comprimento e 1
mm de largura. A superficie da semente € lisa, € possui cores branca, cinza, marrom
e preta (MUNOZ et al., 2013; ALI et al., 2012). O 6leo de chia ¢ extraido por meio
de prensagem a frio a partir da semente, ¢ ¢ comercializado como 6leo bruto em
varios paises da América Latina e América do Norte, incluindo o Brasil (IXTAINA
etal., 2011).

A semente de chia pode ser consumida inteira in natura, na forma de farinha,
ingredientes em paes, bolos, barras de cereais, ou adicionada a alimentos, como
iogurtes, saladas e frutas, e ainda pode ser utilizada como agente espessantes em
molhos e sopas (BORNEO; AGUIRRE; LEON, 2010; JUSTO et al., 2007;
MUNOZ et al., 2012; VUKSAN et al., 2007; CAHILL, 2003).

A quantidade de nutrientes e seus compostos bioativos pode variar de acordo
com os métodos de extragao utilizados e locais de cultivo das sementes (TAGA et
al., 1984; REYES-CAUDILLO et al., 2008; VAZQUEZ-OVANDO et al., 2009;
IXTAINA et al., 2011; CAPITANI et al., 2012, MARTINEZ-CRUZ; PAREDES-
LOPEZ, 2014).
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3.5.1. Composicio quimica da chia

A composicdo quimica da semente de chia ¢ considerada de alto valor
nutricional. Possui alto contetdo de lipidios, proteinas, micronutrientes, fibras
alimentares e compostos bioativos (Da SILVA et al.,2017; MARINELI et al., 2014;
GRANCIERI; MARTINO; de MENIJIA, 2019). Seu valor energético corresponde
a 486 kcal/100g (USDA, 2011). A concentracdo de lipidios varia entre 25 e 39%,
sendo considerada a fonte mais rica de ALA, com até¢ aproximadamente 67%, ¢
19% do acido linoléico (CAPITANI et al., 2012; AYERZA; COATES 2004; Da
SILVA etal., 2017).

Possui elevada concentracdo de proteinas, que varia de 18 a 26%
(GRANCIERI; MARTINO; de MENJIA, 2019; Da SILVA et al., 2017; AYERZA;
COATES, 2004), sendo superior quando comparado a outras culturas tradicionais,
tais como arroz (Oryza sativa L.), trigo, (Triticum aestivum L.), milho (Zea mays
L.), aveia (4vena sativa L.) e cevada (Hordeum vulgare L.) (WEBER et al., 1991,
IXTAINA et al., 2008). A semente de chia foi caracterizada como potencial fonte
de peptideos bioativos (SEGURA-CAMPOS et al., 2013; GRANCIERI,
MARTINO; de MENIJIA, 2019) ¢ contém todos os aminoacidos essenciais
(SANDOVAL-OLIVEROS; PEREDES-LOPEZ, 2013).

A concentragdo de fibras alimentares da semente de chia varia entre 30 e
34% (Da SILVA et al, 2017, KULCZYNSKI et al., 2019). Destas,
aproximadamente 85-95% do conteudo total ¢ do tipo insoluvel, contendo
principalmente lignina, celulose e hemicelulose (FERREIRA, 2013; VAZQUEZ-
OVANDO et al., 2010). J4 a fibra alimentar solivel ¢ composta de mucilagem,
contém xilose, glicose e acido glicur6nico metilico, que formam um polissacarideo
ramificado de alto peso molecular (LIN et al., 1994), responsaveis pela camada de
gel quando embebida em agua (REYES-CAUDILLO; TECANTE; VALDIVIA-
LOPEZ, 2008). Atualmente, a chia ¢ a fonte que contém maior teor de fibras
alimentares, ultrapassando a linhaca e cereais (KULCZYNSKI et al., 2019).

Os micronutrientes presentes na semente de chia sdo célcio (456-631
mg/100g), potassio (407-726 mg/100g), fosforo (860-919 mg/100g), ferro (7,72
mg/100g), zinco (4,58-5,68 mg/100g), magnésio (335-449 mg/100g), manganés
(3,28 mg/100g), cobre (1,66 mg/100g), selénio (55,2 ug/100g), vitamina A (53,86
IU/100g), vitamina C-acido ascorbico (1,61 mg/100g), tiamina (0,62 mg/100g),
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riboflavina (0,2 mg/100g), niacina (8,83 mg/100g) e folato (49,0 ng/100g). (Da
SILVA et al., 2017; USDA, 2011; MUNOZ et al., 2013). A luteina, zeaxantina e
astaxantina sao carotenoides encontrados na semente (MARINELI et al., 2014). No
6leo de chia ha B-caroteno (0,53 mg/kg a 1,21 mg/kg) (IXTAINA et al., 2011)
(TUBEROSO et al., 2007), e tocoferois, como o a-tocoferol (8 mg / kg de lipidios),
y-tocoferol (422 mg / kg de lipidios) e 6-tocoferol (15 mg / kg de lipidios) (CIFTCI
etal., 2012).

Em relag¢do aos compostos fenolicos da chia, um estudo identificou, mas nao
quantificou extratos fenolicos brutos, tanto na semente de chia, na farinha de fibra
e no oleo de chia (OLIVEIRA-ALVES et al., 2017). Exemplos desses fendlicos
encontrados foram os &cidos organicos (dcido quininico, 4cido citrico, acido
isocitrico); alcool fendlico (acetato de hidroxitirosol); acidos hidroxicindmicos
(acido caféico, acido caféico-arabindsido, acido danshensu — 4cido hidrocaf€ico,
acido rosmarinico, acido metil rosmarinico, acido salvianolico C e E, acido ferulico,
acido cafeoilquinico); acidos hidroxibenzoicos e hidroxibenzaldeido. No 6leo de
chia também foi identificado um diterpeno fenoélico, o carnosol. De acordo com o
cromatograma apresentado pelo estudo, observou-se um maior tempo de retencao
das amostras do extrato oleoso, indicando que no 6leo ha mais compostos
lipofilicos, como esperado. O extrato bruto apresentou mais compostos hidrofilicos
em relagdo ao extrato do 6leo e hidrolisado. O acido fertlico e hidroxitirosol acetato
foram detectados apenas nas amostras hidrolisadas e podem ser responsaveis pelo
aumento da atividade antioxidante nestes (OLIVEIRA-ALVES et al., 2017). Outros
estudos também verificaram polifen6éis na chia, como &cido galico, acido
clorogénico, acido cinamico, quercetina, miricetina, kaempferol, epicatequina,
rutina, apigenina e acido p-cumarico; e isoflavonas, como daidzeina, gliciteina,
genisteina, genistina, e procianidinas A, B1, B2 ¢ B3 (RAHMAN; CAMARGQO;
SHAHIDI, 2017; MARTINEZ-CRUZ; PAREDES-LOPEZ, 2014; COELHO;
SALAS-MELLADO, 2014; JIN et al., 2012).
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3.5.2. Potencial funcional da semente, farinha e 6leo de chia

A semente, a farinha e o 6leo de chia, possuem alta capacidade antioxidante
total, devido a presencga de micronutrientes e compostos bioativos na matriz desses
alimentos (GRANCIERI; MARTINO; de MENIJIA, 2019; Da SILVA et al., 2017,
MARINELI et al., 2015b). O consumo de fibras alimentares presentes na semente
e farinha pode conferir saciedade, apresentando um potencial funcional, a qual
reduz o risco de DCNT, e pode auxiliar no tratamento das mesmas (VUKSAN et
al., 2010). A alta concentracao do -3 na matriz alimentar da chia (CAPITANI et
al., 2012), demonstra que a mesma ¢ um bom alimento para reduzir a razao ®-6:-
3 (FORTINO et al., 2017; CHICCO et al., 2009).

Os estudos com animais encontrados na literatura, demonstraram efeitos
benéficos da chia na forma de semente, farinha e 6leo (Tabela 1). A quantidade de
semente ou farinha de chia ofertada nos estudos variaram entre 3% a 41,68%. Oito
estudos com o 6leo de chia utilizaram a quantidade entre 10% (RINCON-
CERVERA et al., 2016; SIERRA et al., 2015; GONZALEZ-MANAN et al., 2012),
4% (MARINELI et al.,, 2015a, MARINELI et al., 2015b) e 5,34% do o6leo
(AYERZA; COATES et al, 2007) e 3% (POUDYAL et al., 2013) e 0,15%
(FONTE-FARIA et al., 2019). Dentre os estudos que investigaram o 6leo de chia
em modelo animal, apenas trés utilizaram o modelo de dieta experimental high fat
and high fructose (HFHF) para indugdo de alteragdes metabolicas (MARINELI et
al., 2015a; MARINELI et al., 2015b; POUDYAL et al., 2013). Portanto, ainda sao
escassos estudos que avaliem o efeito do dleo de chia no controle de alteragdes
metabolicas causadas por dietas HFHF.

Dentre os estudos com animais, nos destacamos os resultados que avaliaram
o potencial efeito da chia na adiposidade corporal (FONTE-FARIA et al., 2019;
FERREIRA et al., 2016; CREUS et al., 2016; OLIVA et al., 2013; POUDYAL et
al., 2013; POUDYAL et al., 2012a; POUDYAL et al., 2012b; CHICCO et al.,
2009); parametros bioquimicos (FONTE-FARIA et al., 2019; Da SILVA et al.,
2018; De MIRANDA et al., 2018; FORTINO et al., 2017; FERREIRA et al., 2016;
CREUS etal., 2016; MARINELI et al., 2015b; SIERRA et al., 2015; OLIVA et al.,
2013; POUDYAL et al., 2013; GONZALEZ-MANAN et al., 2012; POUDYAL et
al., 2012a; POUDYAL et al., 2012b; CHICCO et al., 2009; AYERZA; COATES,
2007); inflamacao (Da SILVA et al., 2018; FERREIRA et al., 2016; POUDYAL
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etal., 2012b); estresse oxidativo e resposta antioxidante (FERREIRA etal., 2016;
Da SILVA et al., 2018; FERREIRA et al., 2016; MARINELI et al.2015a;
MARINELI et al.,, 2015b); e avaliacdo hepatica (DA SILVA et al., 2018;
FORTINO et al., 2017; CREUS et al., 2016; MARINELI et al., 2015b; POUDYAL
et al., 2013; GONZALEZ-MANAN et al., 2012; POUDYAL et al.,, 2012a;
POUDYAL et al., 2012b; CHICCO et al., 2009) (Tabela 1).

A avaliagdo da adiposidade foi verificada em ratos Wistar machos
suplementados com 36,2% (OLIVA et al., 2013; FERREIRA et al., 2016) ¢ 5%
(POUDYAL et al.,, 2012) de semente de chia durante 12 e 24 semanas,
respectivamente. Ambos estudos verificaram reducao do tecido adiposo epididimal
(OLIVA et al., 2013), adiposidade visceral, tecidos adiposos retroperitoneal e
omental (POUDYAL et al., 2012). No estudo de Marineli et al. (2015b), ndo houve
reducdo do ganho de peso corporal e do acimulo de gordura abdominal em ratos
Wistar tratados com semente (13,3%) ou 6leo de chia (4%). Um estudo realizado
com camundongos C57BL/6 obesos alimentados com dieta hiperlipidica e
suplementado com 0,15% de o6leo de chia durante 7 semanas, verificou redugdo da
massa gorda e aumento da massa magra nos animais (FONTE-FARIA et al., 2019).

A melhora da glicemia foi observada por CHICCO et al. (2009), que
ofertaram 36,2% de semente de chia/Kg dieta rica em sacarose para ratos Wistar
durante 20 semanas (CHICCO et al., 2009). Marineli et al. (2015a) também
verificaram melhora na glicemia ocasionada pela semente e 6leo de chia em ratos
Wistar que receberam dietas ricas em gorduras saturadas (31%) e frutose (20%)
(MARINELI et al., 2015a). A reducao nos niveis séricos de insulina em jejum foi
observada por FONTE-FARIA et al. (2019). Estudo realizado com camundongos
Swiss que receberam dieta hiperlipidica com 30g de farinha de chia/Kg de dieta por
16 semanas, ndo alterou a tolerancia a glicose dos animais (De MIRANDA et al.,
2018). Isso pode indicar que a quantidade de chia ofertada e ou, a forma de
administracao de chia como farinha, possam ter sido insuficientes. Em vista disso,
torna-se necessario continuar as investigagdes sob o metabolismo da glicose e
possivel quantidade 6tima de chia na melhora do perfil glicémico.

Houve aumento na capacidade antioxidante total (TAC) plasma
(MARINELI et al., 2015a) na atividade antioxidante de enzimas antioxidantes,
como SOD, CAT, GPx, GR (Da SILVA et al., 2018; Da SILVA et al., 2019;
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MARINELI et al., 2015a; RINCON-CERVERA et al., 2017), e redugao de EROs e
da peroxidacao lipidica (FERREIRA et al., 2016), reducao de enzimas hepaticas,
como aspartato aminotrasnferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT)
(MARINELI et al., 2015b). Além disso, houve reducao de enzimas envolvidas na
lipogénese, como ACC (RINCON—CERVERA etal.,2017; FORTINO et al., 2017),
reducdo da expressio de SREBPIc (RINCON-CERVERA et al., 2017); aumento
da expressao do PPAR-a (Da SILVA etal.,2019; DaSILVA etal., 2018; RINCON-
CERVERA et al., 2016), e do CPT-1 (FORTINO et al., 2017 RINCON-
CERVERA et al., 2016).

A semente de chia ofertada em diferentes quantidades diferentes modelo de
dieta experimental high fat diet (HFD) (Da SILVA et al., 2018 ¢ Da SILVA et al.,
2019), e dieta rica em sacarose (FERREIRA et al., 2016), demonstraram melhora
nos marcadores relacionados a inflamagdo, observada pela reducdo dos niveis da
citocina TNF (Da SILVA et al., 2018; FERREIRA et al., 2016), ¢ da expressao do
NF-xB no figado (Da SILVA et al., 2018), da quantificacao de IL-6 (FERREIRA
etal.,2016) e IL-1p (Da SILVA et al., 2019) (Tabela 1). Contudo, nenhum estudou
avaliou o efeito da chia na inflamag¢ao nos animais alimentados com dieta HFHF.
Sendo assim, mais estudos sdo necessarios a fim de explicar tais efeitos da chia
sobre a inflamacgao sob o consumo de dietas ricas e gorduras saturadas e frutose.

Estudos de intervencao com humanos que avaliem o efeito da chia ainda sao
escassos. Vuksan et al. (2017) ofertaram 30 g/1000 kcal de semente de chia a
pacientes com sobrepeso, € obesidade com DMT2, e ndo verificaram alteragdes
significativas na glicemia em jejum e na hemoglobina glicada. Toscano et al. (2015)
também ndo observaram melhora no perfil glicémico em pacientes obesos e com
sobrepeso com a quantidade de 35g de farinha de chia/dia. Ambos estudos
verificaram redu¢@o no peso corporal e perimetro da cintura. Observou-se aumento
de 4cidos graxos poli-insaturado ap6s o consumo entre 25 e 50 g de semente de chia
por dia (NIEMAN et al., 2009, JIN et al., 2012; NIEMAN et al 2012; TOSCANO
etal., 2015). A reducdo da inflamagao em estudos com humanos foi observada pela
diminuicdo da proteina C-reativa (PCR) e aumento nos niveis de adiponectina

(VUKSAN et al., 2017) (Tabela 2).
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Tabela 1. Potencial efeito da semente, farinha ou 6leo de chia sob parametros metabdlicos* em estudos com animais

Parametros

Referéncia Modelo animal Dietas experimentais: Semente, farinha e éleo 1 Desfecho
metabolicos
- Dieta padrao
- 15% de semente de chia (SC) 1 TG e colesterol
- Tiloxapol (TI) - Bioquimicos | TNF plasma e figado
FERNANDEZ- Ratos Wistar -TI+SC - Inflamag@o 1 CAT
MARTINEZ et al. machos - Tetracloreto de carbono (CCly) - Resposta antioxidante | ALT
(2019) - CCly+ SC - Avaliagdo hepatica | Peso do figado
- TI + CCly4+ SC
(4 semanas)
| Massa gorda corporal
- Controle (n=8; 19 semanas) 1 Massa magra corporal
FONTE-FARIA et al. Camundongos - Dieta hiperlipidica (HFD) (n=8; 19 semanas) - Adiposidade | Resisténcia & insulina
(2019) C57BL/6 machos - HFD + 0,15% 6leo de chia (n=8; 7 semanas) - Bioquimicos | Insulina
| TG
1 HDL
| Glicose
- Controle - Bioquimicos | LDL
Da SILVA et al. Ratas Wistar - Controle + farinha de chia (41,68%) - Inflamagao + HDL
(2019) fémeas - Dieta hiperlipidica (HFD) - Resposta antioxidante | IL-1B
- HFD + farinha de chia (41,68%) - Avaliag@o hepatica 1 CAT

n=8; 5 semanas

1 Expressao PPAR-a
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Continuacio da Tabela 1. Potencial efeito da semente, farinha ou 6leo de chia sob parametros metabolicos * em estudos com animais

Referéncia Modelo animal Dietas experimentais: Semente, farinha e 6leo Param,e t.ros Desfecho
metabolicos
- Controle | Colesterol total, LDL, VLDL
- Controle + farinha de chia (41,68%) - Bioquimicos | Leptina
Da SILVA et al. Ratos Wistar - Dieta hiperlipidica (HFD) - Inflamagdo | NF-«B (figado)
(2018) machos - HFD + farinha de chia (41,68%) - Resposta antioxidante | TNF e IL-10
n=8; 5 semanas - Avaliagdo hepatica 1 SOD
1T CAT
1 Expressao PPAR-a
- Controle (n=6; 16 semanas)
De MIRANDA et al. Camundongos - Controle + semente de chia (3%) (n=6; 16 semanas)
(2018) Swiss - Dieta hiperlipidica (HFD) (n=6; 16 semanas) - Bioquimicos 1 HDL
- HFD + farinha de chia (3%) (n=6; 16 semanas)
- Controle (n=24; 24 semanas) | Glicose (plasma)
CREUS et al. Ratos Wistar - Dieta rica em sacarose (SRD) (n=24; 24 semanas) - Bioquimicos | TG (plasma)

(2017) machos - SRD + semente de chia (36.2%) (n=12; 12 semanas) | AGL (plasma)
| TG e Colesterol total
| Razdo 06:03

- Controle - Bioquimicos | Glicose
FORTINO et al. Ratos Wistar - Semente de chia (20%) - Avaliagdo hepatica 1 Tolerancia a glicose

(2017) machos (n=30; 20 semanas) 1 CPT-1

| ACC
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Continuac¢ao da Tabela 1. Potencial efeito da semente, farinha ou 6leo de chia sob parametros metabolicos* em estudos com animais

Parametros

Referéncia Modelo animal Dietas experimentais: Semente, farinha e 6leo 1 Desfecho
metabolicos
| TA epididimal
| TG, AGL, écido urico
_ - Adiposidade | ©-3:0-6 ratio (plasma)
FERREIRA et al. Ratos Wistar . . Controle (n=24, 24 seinans) - Bioquimicos | Glucose
- Dieta rica em sacarose (SRD) (n= 24, 24 semanas) ~
(2016) machos _SRD + semente de chia (36.2%) (12 semanas) - Inflamag@o | TNF, IL-6 (plasma)
’ - Resposta antioxidante | TBARS; XO; PTN carbonil
1 ROS; 1 SOD e GPx
1 Expressao Nrf2
- Controle: 10% oleo de soja 1 SOD, CAT, GPx, GR
(1% ALA) 1 GSH; e Razao GSH/GSSG
RINCON-CERVERA Ratos Wistar - 10% Oleo de chia - Enzimas antioxidantes | ACC
et al. machos (10% ALA) - Avaliagao hepatica 1 CPT-1
(2016) n=12; 21 dias 1 -3 - | SREBP-Ic¢

MARINELI et al.
(2015a)

Ratos Wistar
machos

- Controle (n=6; 12 semanas)
- HFHF (n=6; 12 semanas)
- HFHF + 13,3% de semente de chia:
curto (n=6; 6 semanas); longo (n=6; 12 semanas)
- HFHF + 4% de 6leo de chia:
curto (n=6; 6 semanas); longo (n=6; 12 semanas)

- Estresse oxidativo
- Resposta antioxidante

T ®-3 - 1 PPAR-a

1 TAC (plasma)

1 CAT, GPx, GR, GSH (figado e
plasma)

1 SOD e GSH (figado)

1 FRAP (figado e plasma)

| TBARS (plasma)

| 8-isoprostane
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Continuacio da Tabela 1. Potencial efeito da semente, farinha ou 6leo de chia sob parametros metabolicos* em estudos com animais

Referéncia Modelo animal Dietas experimentais: Semente, farinha e 6leo Param,e t'ros Desfecho
metabdlicos
- Controle (n=6; 12 semanas)
- HFHF (n=6; 12 semanas) | RI
MARINELI et al. Ratos Wistar - HFHF + 13,3% de semente de chia: - Bioquimicos 1 TAC; SOD, GPx, CAT

(2015b)

SIERRA et al.
(2015)

OLIVA et al.
(2013)

POUDYAL et al.

(2013)

machos

Coelhos Flandres
hibridos

Ratos Wistar
machos

Ratos Wistar
machos

curto (n=6; 6 semanas); longo (n=6; 12 semanas)

- HFHF + 4% de 6leo de chia:

curto (n=6; 6 semanas); longo (n=6; 12 semanas)

- Controle
- Controle + 1% colesterol

- 10% Oleo de chia + 1% de colesterol

- 10% de Oleo de chia
n=8; 5-6 semanas

- Dieta rica em sacarose (SRD) (n= 6; 24 semanas)
- SRD + 36,2 % semente chia (n=6; 12 semanas)

- Controle (n=12; 8 semanas)

- Controle + 6leo de chia (3%) (8 semanas)

- HFHF (n=12; 16 semanas)

- HFHF (n=12; 16 semanas) seguida de HFHF + 6leo

de chia (3%) (8 semanas)

- Resposta antioxidante
- Avaliagdo hepatica

- Bioquimicos

- Adiposidade
- Bioquimicos

- Adiposidade
- Avaliagdo hepatica

1 Expressdo PGC-1a
| ALT e AST

| TG (plasma)
1 ALA (plasma)

| TA epididimal

1 Glicose

1 Tolerancia a glicose
| TG (plasma)

| AGL (plasma)

| FAS

| Adiposidade visceral; PC
| TA Retroperitoneal

| TG, colesterol total e AGL
(plasma)

JRI

| Insulina

1 Razdo 0-3:0-6

| AST, LDH, ALP, CK

| Esteatose e peso do figado
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Continuacio da Tabela 1. Potencial efeito da semente, farinha ou 6leo de chia sob parametros metabolicos* em estudos com animais

Referéncia Modelo animal Dietas experimentais: Semente, farinha e dleo Param,e t.ros Desfecho
metabdlicos
1 ALA e EPA (plasma, figado e
TA)
GOI:IZALEZ— Ratos Sprague- - Controle (10% o6leo de girasol) - Bioquimicos 1 Expressao PPAR-a, ACOXI1 e
MANAN et al. Da vxI/)ley - Dieta 6leo de chia (10%) - Avaliagao hepatica CAT-1
(2012) 21 dias | Razdo 0-3:0-6
| Adiposidade visceral
| TA Retroperitoneal e omental
- Controle 1 TG; | AGL (plasma)
- Controle + semente de chia (5%) - Adiposidade 1 Raz’éo ®-3:0-6 (plasma e TA)
POUDYAL et al. Ratos \l?i/istar - HFHE hia (5° - Bioguimicos l Resisténciz; a insll)llina
(2012a) machos - HFHF f se.mente de chia (5%) - Avaliagio hepatica LALT; 1 ALP
(n=12; 24 semanas) .
| Esteatose hepatica
| Adiposidade visceral,
| Gordura total; PC;
| TA retroperitoneal e omental
. - Controle + sgr(;llz:tr?el ede chia (5%) i A.d ipqs idgde * ﬁzzzz ﬁ?&fg;cc%rrp;)(z)r:;l
POUDYAL et al. Ratos Wistar _HFHF - Bioquimicos LRI
(2012b) machos - HFHF + semente de chia (5%) ) Ipflalma(;ao, . 1 Razdo ®-3:0-6 (plasma)
n=12: 8 semanas - Avaliagdo hepatica | PCR

| Acido urico; AST
| Fibrose hepatica
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Continuac¢ao da Tabela 1. Potencial efeito da semente, farinha ou 6leo de chia sob parametros metabolicos* em estudos com animais

Referéncia Modelo animal Dietas experimentais: Semente, farinha e 6leo Param,e t'ros Desfecho
metabolicos
Fase I: - Controle (n=24; 3 semanas) g
- Dieta rica em sacarose (SRD) (n=24; 3 semanas) i ;‘: EI; i(ricl)(;ler?iilcl)neal
) SRP * Chia (n:2_4; 3 semanas) . | TG, AGL, Colesterol total
. Fase II: - Controle (n=24; 12 semanas) -Adiposidade .
CHICCO et al. Ratos Wistar N S R R | Glicose
- SRD (n=72; 12 semanas) dividido em trés - Bioquimicos A g
(2009) machos ) L - 1 Tolerancia a glicose
subgrupos: - Avaliagdo hepatica 1 ©-3 total:
- Imediatamente eutanasiado (n=24) | Razdo o é'm-3
- SRD (n=24; seguido até 20 semanas); | Esteatose 'he Atica
- SRD + chia (36,2%) (n=24; seguido até 20 semanas) P
- Controle I TG
- Semente de chia (16%) | AGS (plasma)
AYERZA; COATES Ratos Wistar - Sempnte de chia moida (16%) - Bioquimicos 1 HDL
(2007) machos - Oleo de chia (5,34%) 1 ®-3 (plasma)
(n=8; 4 semanas) | ©-6 ®-3

*Parametros metabolicos selecionados incluiram efeitos da chia na adiposidade, bioquimicos, Inflamagao, estresse oxidativo e avaliagdo hepatica em estudos com animais. 1:
aumento; |: reducdo; ACC: acetil-CoA carboxilase; ACOX1: acil-coenzima A oxidase 1 (ACOX1); AGL: acidos graxos livres; ALA: acido graxo a-linolénico; ALP: fosfatase
alcalina; ALT: alanina aminotransferase; AST. aspartato aminotransferase; CAT: catalase; CAT-I: carnitina aciltransferase; CK: creatina quinase; CPT-1: Carnitina Palmitoil
Transferase 1; FAS: 4cido graxo sintase; FRAP: poder antioxidante redutor férrico; GPx: glutationa peroxidase; GR: glutationa redutase; GSH: glutationa S transferase; GSSG:
glutationa S redutase; HDL: lipoproteina de alta densidade; HFD: dieta hiperlipidica; HFHF: dieta rica em gordura saturada e frutose; IL-10: interleucina-10; IL-1p: interleucina
1-beta; LDH: lactato desidrogenase; LDL: lipoproteina de baixa densidade; MDA: malondialdeido; NF-kB: fator de transcrigdo nuclear kappa B; PC: perimetro da cintura PCR:
proteina C reativa; PGC1-a: coativador-1 alfa do receptor gama ativado por proliferadores de peroxissoma; PPAR-a: receptor ativado por proliferador de peroxissoma-a; RI:
resisténcia a insulina; SOD: superoxido dismutase; SRD: dieta rica em sacarose; SREBP1c: proteina de ligagdo ao elemento regulador de esterol 1c; TA: Tecido adiposo; TAC:
capacidade antioxidante total; TBARS: método de substancias reativas ao acido tiobarbitirico; TG: triglicerideo; TNF: fator de necrose tumoral; VLDL: lipoproteina de muito
baixa densidade; ®-3: 6mega3; ®-6: Omegab.

26



Tabela 2. Potencial efeito da semente de chia em estudos com humanos

Referéncia Modelo animal Dietas expel:imenta,is: Semente, Parﬁm,e t.ros Desfecho
farinha e dleo metabolicos
VUKSAN et al. Duplo-cego - Controle 36g/1000 Kcal Farelo de - Adiposidade | Peso corporal
(2017) n= 58 (18 homens e 40 mulheres com aveia - Bioquimicos | Perimetro da cintura
DMT?2) - Interveng@o: 30g/1000K cal - Inflamag@o 1T ALA
Idade: 35-75 anos farinha de chia 1t PCR
24 semanas 1 Adiponectina
| Peso corporal
TAVARES- Duplo-cego, placebo, controlado - Controle: 35 g de farelo de trigo - Peso corporal | Perimetro da cintura
TOSCANO et al. n= 26 (homens e mulheres) - Interven¢do: 35¢g de farinha de - Bioquimicos | Colesterol total
(2015) Idade: 35-65 anos chia | VLDL
12 semanas 1 HDL
Randomizado, duplo-cego, placebo,
TAVARES- controlado = 26 (homens e mulheres) - Controle: 35g de farinha de trigo
TOSCANO et al. Idade: 35 — 65 anos - Intervencgdo: 35¢g farinha de chia - Peso corporal | Peso corporal

(2014) Hipertensos grau I 12 semanas

IMC: 25 - 35 kg/m?

- Intervencdo: 25g de semente de
chia moida
7 semanas

Randomizado, controlado
JIN et al. n= 10 (mulheres poés-menopausa; IMC
(2012) > 35 kg/m?
Idade: 53-60 anos

- Bioquimicos

1 Plasma ALA
1 Plasma EPA
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Continuacio da Tabela 2. Potencial efeito da semente de chia em estudos com humanos

Referéncia Modelo animal Dietas expelrimenta,is: Semente, Parﬁm’e t.ros Desfecho
farinha e 6leo metabolicos
Randomizado, duplo-cego, placebo, - Controle: 25g semente de papoula 1 Plasma ALA
controlado - Intervencdo: 25g de semente de 1 Plasma EPA
NIEMAN et al. n= 62 (mulheres sobrepeso e pds- chia - Bioquimicos
(2012) menopausa) - Intervencéo: 25g de farinha de
Idade: 49-75 anos chia
10 semanas
Randomizado, simples-cego, placebo, - Controle: 50g/dia (6leo de soja,
controlado oleo de girasol, fibra de cenoura,
NIEMAN et al. n= 90 (homens e mulheres) goma de tapioca - Bioquimicos 1 Plasma ALA
(2009) Idade:20 — 70 anos - Intervencgdo: 50g de semente de
IMC > 25 kg/m? chia
12 semanas
Randomizado, simples-cego, - Intervencdo: 15g farinha de
VUKSAN et al. crossover chia/1000 Kcal - Bioquimicos 1T ALA e EPA
(2007) n= 20 (11 homens - 9 mulheres) - Controle: 15g farelo de - Inflamagao | PCR
Idade: 56-72 anos trigo/1000 Kcal
T2DM e sobrepeso 12 semanas

ALA: 4cido alfa-linolénico; DMT?2: diabetes mellitus tipo 2; EPA: 4cido eicosapentaenoico; HDL: lipoproteina de alta densidade; IMC: Indice de massa corporea;
PCR: proteina C reativa; VLDL: lipoproteina de muito baixa densidade.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Locais de execucao

O ensaio bioldgico foi conduzido no Laboratorio de Nutri¢ao Experimental
(LNE) do Departamento de Nutri¢ao e Satide (DNS/UFV). As demais etapas foram
realizadas em parceria com o Laboratorio de Desenvolvimento de Novos Produtos
(DNS/UFV), onde a matéria-prima semente de chia foi armazenada sob
refrigeracdo a -18 °C para seu posterior uso na dieta experimental e para obtengao
do 6leo de chia, o qual foi produzido no Laboratério de Quimica de Alimentos do
Departamento de Tecnologia de Alimentos (DTA/UFV). As demais analises foram
realizadas no Laboratério de Andlise de Alimentos (LAA - DNS/UFV),
Laboratorios de Analises Clinicas (LAC/DNS/UFV e da Divisdao de Saude/UFV),
Laboratério de Biologia Estrutural (DBG/UFV), Laboratério MCDA do
Departamento de Quimica (DEQ/UFV), e Laboratério de Biotecnologia e Pos-

colheita de Macauba do Departamento de Fitotecnia.

4.2. Semente de Chia

Foram utilizadas sementes de chia (Sa/via hispanica L.) cultivadas no estado
do Rio Grande do Sul (RS) Brasil, em janeiro de 2017 e colhidas no mesmo ano.
As sementes apresentaram pericarpo marrom e didmetro aproximado de 2,5 mm.
Apds a colheita, as sementes foram enviadas ao DNS/UFV e armazenadas no
freezer a -18 °C em embalagem a vacuo até o momento do preparo das dietas
experimentais e, ou analises quimicas da semente. As sementes foram trituradas em
liquidificador (PHILIPS WALITA® - modelo RI2035 500W) em nivel 4, por 2
minutos, semanalmente, no mesmo dia do preparo das dietas experimentais, e foram

armazenadas a -18 © C, em embalagem a vacuo.

4.3. Obtencao do 6leo de chia

O oleo da semente de chia foi produzido por meio de prensagem a frio das
sementes previamente trituradas em liquidificador (PHILIPS WALITA®) modelo
RI2035 500W, nivel 4 por 2 minutos, e introduzidas em prensa mecanica hidraulica
(Carver Laboratory Press, Modelo C 22400-36 - USA), a fim de extrair o dleo de
chia. Posteriormente, o 6leo foi imediatamente coletado, filtrado e centrifugado a

4100 rpm, por 15 min a 7 °C para purificacdo. Em seguida o 6leo foi armazenado
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em vidro ambar com fotoprote¢ao e acondicionado em freezer, com temperatura de
congelamento a -80 ° C, at¢ o momento das andlises de caracterizagdo quimica, ou
de sua utilizagdo para o preparo das dietas experimentais. O 6leo foi produzido

semanalmente devido ao preparo semanal das dietas experimentais.

4.4. Composicao centesimal da semente de chia

A determinagdo da composicdo centesimal foi avaliada utilizando os
procedimentos analiticos preconizados pela Association of official analytical
chemistry - AOAC (2012). A umidade foi determinada por gravimetria, utilizando
estufa com circulagao de ar (Nova Etica®, modelo 400 / 6ND, Sio Paulo, Brasil) a
105 °C por 12 horas. Para a determinac¢ao do contetudo de cinzas, as amostras foram
submetidas a incineragdo em mufla a 550 °C (Quimis, modelo Q320 M, Brasil). O
teor de proteina foi determinado pelo método micro Kjeldahl por meio da
quantificagdo de nitrogénio total (fator de conversao igual a 6,25) (AOAC, 2012;
CAPITANI, 2012). A concentragao de lipidios foi determinada por extracdo com
solvente éter etilico com extrator em aparelho Soxhlet por 8 horas sob-refluxo. A
quantificacdo de carboidratos foi realizada por meio da diferenga entre o total da
amostra e as concentragdes de proteinas, lipidios, fibras alimentares, umidade e
cinzas. O calculo do valor calorico foi determinado pelos fatores de conversao de 4
kcal.g’! para carboidratos e proteinas e de 9 kcal.g™! para lipidios, expressos em
kcal.g™!. As concentragdes de fibra alimentar total, fracdo solivel e insoluvel foram
determinadas pelo método enzimatico gravimétrico (AOAC, 2012). A hidrélise
enzimatica foi realizada por meio das enzimas a-amilase termoresistente, protease
e amiloglicosidase (Total Dietary Fiber Assay Kit, Sigma®). Para a filtragao foram
utilizados cadinhos de vidro com placa de vidro sintetizado com porosidade nimero
2 (ASTM 40-60mesh) e celite como auxiliar de filtragdo. A quantificagdo de fibra
alimentar total foi obtida por meio da soma entre as fragdes solivel e insoluvel.
Todas as analises quimicas foram realizadas em duplicata. Essas analises foram

realizadas nos LAA e no LNE (DNS/UFV).

4.5. Determinacido da capacidade antioxidante total da semente de chia
A preparagao dos extratos foi realizada com dois gramas de chia, os quais

foram adicionados a uma solugdo de 20 mL de acetona a 70% para a preparacao
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dos extratos. Em seguida, a suspensao foi agitada automaticamente (10 g, 2 horas,
25 ° C) e centrifugada (2865 g, 15 minutos) (Hermle®, modelo Z216MK,
Alemanha). O sobrenadante foi transferido para um copo e volume foram
completados para 20 mL com acetona a 70%. O extrato foi colocado em frasco
ambar e armazenado em freezer (-18 = 1 © C) até o momento da analise.

A metodologia descrita por Bloor (2001) foi utilizada para determinar a
capacidade de sequestro do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) na
semente de chia. Em um tubo de ensaio, protegido da luz, 100 uL do extrato obtido
foi adicionado a 1,5 mL de solugdo metandlica de DPPH (1,1-difenil-2-
picrylhydrazyl) e agitada por vortex (3000 rpm) por 30 segundos. Apds 30 minutos,
a absorbancia da solugdo foi lida a 517 nm em espectrofotdometro (Thermo
Scientific, 606 Evolution, USA). A curva analitica foi construida usando um
Solucao de 50-100 umol / L trolox. A atividade anti-radical foi expressa em pmol

equivalente trolox/g da amostra (umol trolox / g).

4.6. Determinacao do teor total de compostos fendlicos da semente de chia
O teor de fenolicos totais da semente de chia foi determinado de acordo com
o método de Folin-Ciocalteau (SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA-
RAVENTOS, 1999). Em um tubo de ensaio foram adicionados 0,5 mL de extrato,
descrito no item anterior, e foi adicionado 0,5 mL de reagente de Folin-Ciocalteu
(20%). Apds homogeneizagao, adicionou-se 0,5 mL de carbonato de soédio (7,5%).
A mistura de reagao foi homogeneizada em vortex (2865 g, 10 segundos) e incubada
a temperatura ambiente durante 30 minutos. A leitura da absorbancia foi realizada
a 765 nm em espectrofotometro (Thermo Scientific, Evolution 606, USA). Foi
utilizada curva analitica de 4cido galico (0,005-0,10 mg/mL) para quantificar os
compostos. Os resultados foram expressos em mg de equivalentes de 4cido galico/g

de farinha de chia (mg GAE / g).

4.7. Perfil de acidos graxos do dleo de chia

A composicao dos acidos graxos presentes no 6leo de chia foi determinada
por cromatografia gasosa proposto por Murrieta et al. (2003), adaptado para o6leo
vegetal. Em um tubo falcon, utilizou-se 100 pL. da amostra do 6leo de chia

acrescido de 4 mL de solugdo a 0,5 mol/L de KOH em metanol, para catalise basica,
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com duragao de 30 minutos, tendo agitagdo em vortex a cada 5 minutos. Apos a
reagdo adicionou-se 2 mL de 4gua destilada. Adicionou-se aproximadamente 5 mL
de hexano (Honeywell - Riedel-de Haen) para a extracdo dos ésteres metilicos de
acidos graxos (F.A.M.E.). Apés a adi¢do, a amostra foi centrifugada a 2500 rpm
por 2 min (Centrifuga Quimis), e a fase orgénica foi coletada. Foi adicionado
aproximadamente 0,3 g de sulfato de sddio anidro na fase organica para absorc¢ao
da agua remanescente, sendo o material filtrado em filtro seringa com membrana
de Teflon (PTFE) (22 um) e vertido para um tubo vial. Os ésteres metilicos foram
analisados em cromatdgrafo gasoso Shimadzu GC-2010 com injetor automatico,
por sistema de detecg¢do por ionizacdo em chama (FID), utilizando coluna capilar
de silica fundida SP-2560, com didmetro interno da coluna de 0,18 mm e o tamanho
de 75 m. A identificagdo dos acidos graxos foi realizada por meio da comparagio
do tempo de retencdo dos acidos graxos das amostras e dos padrdes de referéncia
certificados (F.A.M.E. Mix C14-C22 - SUPELCO - USA), utilizando o hexano
como solvente, e foi quantificado por meio das areas dos picos do cromatograma.
Esta analise foi realizada nos laboratérios MCDA do Departamento de Quimica e
Laboratorio de Biotecnologia e Pos-colheita de Macatiba do Departamento de

Fitotecnia (UFV).

4.8. Indice de peréxido do 6leo de chia

O indice de perdxido ¢ utilizado para avaliar oxidacdo do oleo. A
determinacdo do indice de peroxido do 6leo de chia foi realizada de acordo com os
procedimentos preconizados pelo AOCS, 1990 (AMERICAN OIL CHEMISTS’
SOCIETY, 1990), na qual baseia-se na oxidagao do iodo na presenca de iodeto de
potassio pelos perdxidos presentes na amostra, assumindo que todas as substancias
oxidantes na amostra sdo peroxidos. O resultado foi expresso como
miliequivalentes (mEq) de per6xido/1000g amostra, calculado pela férmula: [(A-
B) x N x FC x 1000 / p], onde A: solucao de tiossulfato de sodio 0,1 mL gasto na
titulacdo da amostra, B: solugao de tiossulfato de sodio 0,1 mL gasto na titulagdo
do branco; N: normalidade da solugdo de tiossulfato de sédio; FC: fator de corre¢do

da solucao de tiossulfato de sddio; p: peso da amostra (g).
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4.9. Acidez do dleo de chia

O indice de acidez ¢ usado para avaliagdo do estado de conservacao do 6leo,
por meio da rancidez hidrolitica, e definido como o nimero de mg de hidréxido de
potéssio (KOH) necessério para neutralizar um grama da amostra (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 2008). Para a andlise, utilizou-se 2 g de amostra do 6leo de chia
em triplicata, e foi adicionado 25 mL de solugdo de éter-alcool (2:1) neutra, e
adicionado duas gotas do indicador fenolftaleina. A titulagdo foi realizada com
solu¢do de hidroxido de sédio 0,1 M até o aparecimento da coloragdo rosea, a qual
persistiu por 30 segundos. O resultado foi expresso por mg de KOH/g de 6leo
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

4.10. Ensaio biologico
4.10.1. Animais

Foram utilizados 40 ratos machos Wistar (Rattus norvegicus) entre 45 e 50
dias de idade obtidos pelo Biotério Central do Centro de Ciéncias Biologicas e da
Satde da UFV. Os animais foram alocados em gaiolas individuais de ago
inoxidavel, mantidos em ambiente com temperatura controlada a 22 °C £ 2 °C, com
ciclo claro-escuro (12/12h). Em todas as fases do experimento os animais
receberam dieta e agua ad libitum. Essa etapa foi realizada no biotério setorial do
LNE. O projeto foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Vigosa (CEUA/ UFV), com niimero de protocolo 89/2018
(ANEXO 1), e todos os procedimentos experimentais foram realizados em

consondncia com 0s principios €ticos na experimentagdo  animal.

4.10.2. Calculo amostral
Para calcular o numero de repeti¢cdes estimado utilizou-se o célculo do
numero amostral (“n”) para estudos descritivos conforme detalhado por Fontelles

et al. (2010), por meio da equagao:
2

N

Onde:

n: nimero de animais por grupo

s? : variancia dos dados de referéncia
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x — W: diferengca maxima razoavel, admitida entre a média obtida da amostra ¢ a

verdadeira média da populagdo.
z% : Erro alfa do tipo I: determinado por meio da tabela de valores criticos da

distribuicdo normal gaussiana.

Nao foi realizado experimento prévio para calculo do numero de repetigdes
ideal, pois seria necessario a utilizacdo de animais. Portanto, utilizou-se dados de
estudo prévio (MARINELI et al., 2015a), que induziu alteragdes metabolicas nos
animais por meio do consumo de dieta rica em gordura saturada e frutose, € o
calculo foi realizado a fim de confirmar o nimero de animais. Utilizou-se os valores

de ganho de peso dos animais
Considerou-se 0=5%, e portanto um Z% =1.96, conforme utilizado nos

estudos de satde (FONTELLES et al., 2010).
SZ
x-w?

n = X (z2)? =
2

2
n= @ X 1.962= 9,42 animais/grupo

Portanto, fez-se necessario 40 animais, uma vez que o estudo contou com 4 grupos

experimentais.

4.10.3. Delineamento experimental

O experimento foi dividido em dois periodos. Primeiramente, houve
indugdo de alteragdes metabdlicas por meio do consumo de dieta rica em gordura
saturada e frutose (do inglés: high fat high fructose diet — HFHF) com duragao de
8 semanas, na qual os animais foram divididos em dois grupos experimentais que
receberam: dieta controle normal (grupo AIN-93M; n=10) (REEVES et al.,1993),
e o grupo HFHF (n=30) que recebeu dieta HFHF (MARINELI et al., 2015a). Ao
final do periodo, todos os animais foram mantidos em jejum de 12 horas e foi
realizada avaliagcdo da concentracdo de glicose e triglicerideo por meio de pungao
da veia caudal com tiras reativas ACCU-CHEK® Active e ACCUTREND® GCT,
respectivamente. Nao houve diferenca da glicemia e do triglicerideo basal entre os

grupos experimentais (p> 0,05) (Tabela 3). Também foram mensurados o
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perimetro abdominal no ponto de maior circunferéncia abdominal, ¢ a
circunferéncia nasoanal (CNA), medido da regido anal até o nariz do animal com

fita métrica inelastica, para o calculo do indice de Lee, por meio da equagdo:

3/P (g)/CNA (cm) x 1000.

Tabela 3: Variaveis bioquimicas de ratos Wistar induzidos a alteragdes metabolicas com
dieta HFHF durante 8 semanas.

Variaveis AIN93-M HFHF
Glicemia basal (mg/dL) 88,00 11,602 99,83 +£18,30%
TG basal (mg/dL) 116,70 £7,96 2 111,15+ 1539¢%

Animais alimentados com dieta padrio (AIN-93M); e dieta rica em gordura saturada e frutose
(HFHF) ao final da fase de indugfo de alteragdes metabolicas, antes de iniciar a fase de tratamentos
com as dietas testes, semente ¢ 6leo de chia. Os valores sdo representados pelas médias e desvio
padrao (n=8). As médias dos grupos foram analisadas pelo teste ¢ ndo pareado a 5% de probabilidade.
Letras iguais indicam médias sem diferenca estatistica (p> 0,05).

Apds as 8 semanas do periodo de indugdo de alteragdes metabolicas,
iniciou-se o tratamento com duragdo de mais 10 semanas (adaptado de MARINELI
et al., 2015a). Os animais do grupo controle normal (AIN93-M) foram mantidos
com a mesma dieta AIN-93M (n=10), enquanto que os demais do grupo HFHF
foram randomizados de forma ndo aleatdria por meio do peso corporal a fim de
manter a homogeneidade entre os trés grupos. Assim, esses grupos foram dispostos
da seguinte maneira: dieta rica em gordura saturada e frutose (HFHF) - controle
positivo (grupo HFHF n=10); dieta semente de chia: dieta HFHF com substituicdao
do o6leo de soja pelo lipidio proveniente da semente de chia (grupo SC; n=10); e
dieta 6leo de chia: dieta HFHF com substituicdo do 6leo de soja pelo lipidio

proveniente do 6leo de chia (grupo OC; n=10) (Figura 3).
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Inducio de alteracdes

o AIN93-M HFHF
metahdlicas -10 =30
8 semanas =
Tratamento HFHF sC ocC
10 semanas n=10 n=10 n=10

Figura 3. Desenho experimental

Indugdo de alteragdes metabolicas: grupo controle normal (n=10) recebendo dieta padrdo para
roedores (AIN93-M); e grupo induzido a alteragdes metabolicas por meio de dieta rica em gordura
saturada (31%) e frutose (20%) (do inglés: high fat high fructose diet — grupo HFHF; n=30) com
durag@o de oito semanas. O periodo de tratamento durou mais dez semanas e foi composto por quatro
grupos experimentais (n=10), os quais receberam dieta padrao (grupo AIN93-M - controle normal);
dieta HFHF (controle positivo); dieta semente de chia (SC): dieta HFHF com substitui¢do de 4% de
6leo de soja para lipidio proveniente da semente de chia (equivalente a 14,73% na dieta de semente
de chia); e dieta 6leo de chia (grupo OC): dieta HFHF com substitui¢ao de 4% do dleo de soja para
lipidio proveniente de 6leo de chia (equivalente a 4% na dieta de 6leo de chia)

4.10.4. Dietas Experimentais

As dietas experimentais do grupo AIN93-M (controle normal) e do grupo
HFHF (controle positivo) foram elaboradas, respectivamente, de acordo com
Reeves et al. (1993) e Marineli et al. (2015a). O grupo HFHF recebeu dieta com
conteudo aumentado de lipidios, sendo 4% de 6leo de soja, mais 31% de banha de
porco, além de 20% de frutose (MARINELI et al., 2015a) (Tabela 4). As dietas
testes foram preparadas de acordo com a dieta HFHF e para o calculo das
quantidades de semente e do 6leo de chia, levou-se em conta a composi¢ao quimica
da semente de chia (Tabela 5). Houve substitui¢do do tipo de lipidio na dieta dos
grupos tratamentos, sendo os 4% do 6leo de soja da dieta HFHF totalmente
substituido pela mesma percentagem de 6leo de chia (grupo OC). Para o grupo SC,
foi utilizado 4% de lipidio proveniente da semente de chia, o qual correspondeu a
14,73% de semente (Tabela 5). Para a adequagdo da fibra alimentar das dietas,

levou-se em consideracao a semente de chia, na qual 14,73% de semente ofertou
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5,58% de fibra alimentar. Esta quantidade de fibra alimentar foi ajustada com

celulose  para as  demais  dietas  experimentais  (Tabela  4).

Tabela 4. Composicdo das dietas experimentais (g/Kg)

Ingredientes AIN93-M  HFHF SC oC
Albumina* 136,6 136,60 101,81 136,36
Amido de milho 463,54 135,00 116,85 135,00
Amido Dextrinizado 155,00 45,00 4540 45,00
Sacarose 100,00 28,64 29,32 28,64
Banha de porco - 310,00 310,00 310,00
Oleo de Soja 40,00 40,00 - -
Oleo de Chia - - - 40,00
Semente de Chia - - 147,32 -
Frutose - 200,00 200,00 200,00
Celulose 55,80 55,80 - 55,80
Mix Mineral 35,00 35,00 35,00 35,00
Mix Vitaminico 10,00 10,00 10,00 10,00
L-cistina 1,80 1,80 1,80 1,80
Bitartarato de Colina 2,50 2,50 2,50 2,50
Distribuicio das dietas
®-3** (g/Kg) 3,28 10,19 31,83 31,83
®-6** (g/Kg) 20,24 58,77 46,49 46,49
Razao w-6:®-3 6,17:1 5,77:1 1,46:1 1,46:1
Macronutrientes
Carboidrato (%) 76 31 31 30,2
Proteina (%) 13,8 9,2 9,2 9,3
Lipidio (%) 10,1 59,9 59.9 60,5
Densidade calorica (kcal/g) 3,55 5,26 5,26 5,21

Composigdo das dietas experimentais baseada na dieta padrdo para roedores (AIN-93M) (REEVS
et al., 1993); Dieta HFHF: rica em gordura saturada e frutose (MARINELI et al., 2015a); dieta teste
semente de chia (SC): dieta HFHF adicionada de semente de chia baseada em sua composi¢do
centesimal (g/100g): carboidrato, 3,18g, fibra alimentar total: 37,91g; fibra alimentar soltvel: 3,43 g;
fibra alimentar insolivel: 34,48g; umidade 6,86g; cinzas: 4,15g; proteina: 20,67g); e dieta teste 6leo
de chia: dieta HFHF com substitui¢ao de 4% do dleo de soja para o 6leo de chia. *Albumina baseada
no teor de 88% de proteina. **Baseado no perfil de 4cidos graxos do 6leo de chia obtido em nosso
estudo. »-3: Omega-3; Omega-6.

A quantidade estimada de -3 advindos da semente e do 6leo de chia foi de
24,92 g/Kg de dieta, e de ®-6, 7,96 g/Kg de dieta, de acordo com o perfil de 4cidos
graxos do oleo de chia do nosso estudo. Enquanto que o ®-3 estimado proveniente
da banha de porco contém 6,91 g/Kg de dieta, e de -6, 38,53 g/Kg de dieta
(FONSECA; GUTIERREZ, 1974). O -3 estimado no 6leo de soja foi de 3,28 de
g/Kg de dieta, e de ®-6, 20,24 g/Kg de dieta (FONSECA; GUTIERREZ, 1974)

(Tabela 4).
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Todos os ingredientes foram pesados em balanga semi-analitica (Gehaca,
BG2000, Brasil), misturados manualmente, peneirados em peneiras de plastico e
homogeneizados em batedeira industrial (Leme) durante 15 minutos. Apds o
preparo, as dietas foram acondicionadas em sacos escuros de polietileno,
devidamente rotulados e armazenados em freezer (-18 °C £ 1 °C), de modo a

minimizar a oxidacdo de acidos graxos.

4.10.5. Eutanasia

Apo6s 10 semanas de tratamento, os animais foram anestesiados com
isoflurano inalatério a 5% (Isoforine, Cristalia®), sem periodo de jejum, € em
seguida, eutanasiados por puncdo cardiaca. O sangue foi coletado em tubos
anticoagulante EDTA para analises do hemograma, assim como anticoagulante
com heparina para coleta do plasma para analises bioquimicas. Apos a coleta, os
tubos foram centrifugados a 2865 rpm por 10 minutos para separacao do plasma.
Os tecidos adiposos epididimal, visceral e retroperitoneal, foram coletados, assim
como o figado, e lavados em solugdo salina (PBS). Posteriormente, os mesmos
foram pesados e imediatamente imersos em nitrogénio liquido. Os 6rgdos foram
armazenados a -80 °C para posteriores andlises. Especificamente com relagao ao
figado, um fragmento do 6rgao foi recolhido e fixado em formaldeido a 10%. Apos
48 horas, o fixador foi descartado e adicionado alcool 70%. Os frascos foram

mantidos a temperatura ambiente para posterior andlises histoldgicas.

4.10.6. Dados biométricos e consumo alimentar

As medidas biométricas e dados do consumo alimentar dos animais foram
obtidos semanalmente (n=10). O coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA) foi
obtido por meio da formula: CEA% = (Ganho de peso corporal final (g) / Consumo
de dieta (g)) x 100), enquanto que o coeficiente de eficiéncia energética (CEE) foi
obtido por meio do ganho de peso corporal final, dividido pelo consumo total de
dieta (g) multiplicado pela densidade caldrica das respectivas dietas experimentais.
Ao final do experimento foram mensuradas com fita métrica inelastica, as medidas
do perimetro abdominal no ponto de maior circunferéncia, e o comprimento

nasoanal (CNA), medido da regido anal até o nariz do animal, para o calculo do

indice de Lee, por meio da equagdo: 3/P (g)/CNA (cm) x 1000. O indice
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hepatossomatico foi calculado pela relagao entre o peso do figado e o peso corporal
total, multiplicado por 100.A adiposidade corporal total (%) foi calculada por meio
da soma dos tecidos adiposos (epididimal, abdominal e retroperitoneal), dividido

pelo peso corporal final, multiplicado por 100.

4.11. Analises bioquimicas

A concentracao de glicose e triglicerideos foi realizada por meio da pungao
da veia caudal ao final do tratamento. Os animais foram mantidos em jejum de 12
horas e foi coletado sangue por pungdo caudal, por meio do monitor de medicao
ACCU-CHEK® Active e fitas especificas de acordo com as instrugdes do
fabricante (Roche) para detec¢do da concentracdo de glicose e para o triglicerideo
utilizou-se o equipamento ACCUTREND® GCT de acordo com as instrugdes do
fabricante (ACCUTREND®). A andlise do leucograma foi realizada por meio das
amostras de sangue dos animais que gerou dados de leucdcitos, neutrofilos,
linfocitos, plaquetas, razao plaquetas linfocitos, e razdo neutréfilo linfocito. As
concentragdes plasmaticas de acido Urico e das enzimas AST, ALT foram avaliadas

apds a eutandsia dos animais, de acordo com o método colorimétrico (Bioclin).

4.12. Preparo do homogenato do figado

Para a obtengdo do homogenato do figado, pesou-se cerca de 200 mg do
orgdo em microtubos de 1,5 mL. Em seguida, o contetido foi macerado utilizando-
se pistilo e homogeneizado com 800 pL de solugdo-tampao fosfato de sédio S0mM,
contendo 1 mM EDTA (pH 7,4). Esta concentracao de homogenato (1:5) do figado
foi utilizada para as andlises de quantificacao das citocinas TNF e IL-10, MDA e
TAC. Para as analises das enzimas antioxidantes SOD e CAT, utilizou-se outro
homogenato do figado na concentracdo de diluicdo 1:10 (tecido/tampiao). As
amostras foram centrifugadas a 10.000 g por 10 min a 4 °C, e o sobrenadante
recolhido. As amostras foram armazenadas em ultra-freezer (-80 °C) até 0 momento

das andlises e durante, as mesmas foram mantidas sob refrigeracdo (-5 °C).

4.12.1. Determinacao do teor de proteina total do figado
Esta analise da quantificagao de proteina foi realizada para expressar os

resultados das atividades das enzimas antioxidantes (SOD e CAT), marcador de
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peroxidagao lipidica MDA. A determinagao de proteinas totais no homogenato do
figado foi realizada de acordo com o método de Bradford (1976). Para esta analise,
10 mL de homogenato do figado diluidos 1:5 e 1:10, foram adicionados de 790 puL.
de agua destilada e 200 pL do reagente de Bradford. A albumina sérica bovina
(BSA) foi utilizada para a curva padrao de proteina. A leitura foi realizada apos 15
min da adi¢do do reagente Bradford a 595 nm no espectrofotometro Multiskan™

GO (Thermo Fisher Scientifics; Waltham, MA, EUA).

4.12.2. Malondialdeido (MDA)

O MDA ¢ um aldeido reativo, de baixa estabilidade, amplamente utilizado
como biomarcador na avaliacdo do estresse oxidativo, o qual determina a extensao
da reacao de peroxidagao lipidica, que se forma a partir da degradagdo de 4cidos
graxos poliinsaturados (PILZ; MEINEKE; GLEITER, 2000). Para esta anilise,
utilizou-se o método de Buege e Aust (1978), que ¢ realizado por meio da formagao
de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS). O TBARS forma produtos
de cor rosa como peroxidos lipidicos, hidroperéxido e duplas ligagdes de oxigénio
(BUEGE; AUST, 1978). Foram pipetados 400 pL. do homogenato do figado, 400
pL de solugdo de TBARS (4cido tricloroacético 15% (p/v), e acido tiobarbiturico
0,375% (p/v) e HC1 0,25 M. Ap0s agitagao em vortex por 10 segundos, as misturas
foram incubadas a 90 °C em banho-maria por 40 min, seguindo-se da adi¢ao de 600
pL de n-butanol. Os tubos foram agitados por 2 min, centrifugados (5 min a 3500
rpm), sendo o sobrenadante coletado e transferido para placa de ELISA. Os valores
finais foram calculados por meio do coeficiente de absortividade molar (1,56x10°).
O branco da reagdo foi obtido por meio da adigdo de todos os reagentes do
procedimento, exceto a amostra, que foi substituida por 400 uL de tampao fosfato.
A leitura foi realizada no comprimento de onda a 535 nm em espectrofotometro
Multiskan™ GO (Thermo Fisher Scientifics; Waltham, MA, EUA). Os resultados

foram expressos em nmol de MDA/mg de proteina.
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4.12.3. Superoéxido Dismutase (SOD)

A SOD foi estimada utilizando-se a metodologia descrita por Marklund
(1985), na qual anions superoxido sdo gerados durante a oxidagdo do pirogalol, e a
enzima SOD inibe a sua oxidag¢do. Foram pipetadas em duplicata em uma placa de
ELISA de 96 pocos 30 uL. de homogeneizado do figado, 30 pL de pirogalol (120
mM), 12 uL de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2H]-2,5-difeniltetrazolio a
6,25mM) e 129 pL de tampao tris-EDTA (pH 7,4) para cada reagdo. O branco foi
preparado a partir da combinacao de 159 puL. de tampao fosfato EDTA pH 7,4 ¢ 12
pL de MTT. Apos incubagdo a 37 °C por 5 minutos, foi realizada a leitura de
absorbancia a 570 nm em espectrofotometro Multiskan™ GO (Thermo Fisher
Scientifics; Waltham, MA, EUA). Uma unidade de atividade da SOD foi definida
como a quantidade de enzima necessaria para produzir 50% de inibi¢do da auto-
oxidagdo do pirogalol sob as condi¢des de teste e expressa como U de SOD/mg

proteina.

4.12.3. Catalase (CAT)

A determinacdo da atividade da enzima CAT ¢ baseada na sua capacidade
em clivar o H>2O; em 4gua e oxigénio molecular conforme descrito por Aebi (1984).
A analise foi realizada em duplicata da amostra, contendo em um microtubo (1,5
mL) 10 pL do homogenato de figado (1:10) diluido 5 vezes, e 1 mL de tampao
fosfato 100 mM (pH 7,0) adicionado de H>O> (25 mL de tampao fosfato PBS 100
mM, pH 7.4, para 40 pL de H2O2 30%). Antes de cada reacdo, para o branco, foram
utilizados 10 uL de amostra adicionada de 1 mL de tampao fosfato 100 mM (pH
7,4). As absorbancias foram determinadas em uma cubeta semi-micro de quartzo
(1,5 mL) nos tempos 0, 30, 60 segundos a 240 nm em espectrofotdmetro (Modelo
T70 + UV / VIS - PG Instruments Ltd). Uma unidade (U) de CAT ¢ equivalente a
hidrolise de 1 mol de HxO, (e=39,4 L.mol'.cm™) por minuto. A absorbancia
utilizada para o calculo foi o delta obtido da absorbancia inicial (tempo 0) subtraido
da absorbancia a 60 segundos, medida em espectrofotdometro. O resultado final foi
multiplicado pela constante 2,361 e os dados foram expressos em U de CAT/mg de

proteina.
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4.12.4. Oxido nitrico (NO)

A concentracdao de NO foi determinada pelo método de Griess (GREEN et
al, 1982). O reagente de Griess ¢ uma mistura 1:1 de 1% de sulfanilamida (I) e 0,1%
de naftiletilenodiamino-bicloridrato (II) em 4cido ortofosférico (H3PO4) a 2,5%. No
momento do ensaio, foram misturadas 50 pL da solucdo I e 50 pL da solugdo II
formando o reagente de Griess. As amostras (50 pL. do homogeneizado de figado)
foram pipetadas em triplicata em uma placa ELISA de 96 pocos. Em seguida, um
volume de 100 pL de reagente Griess foi adicionado em todos os pocos. Apds
incubar por 10 minutos em ambiente escuro, a densidade Optica foi medida em
espectrofotometro Multiskan™ GO (Thermo Fisher Scientifics; Waltham, MA,
EUA) a 570 nm. As concentragdes de NO foram calculadas a partir de uma curva-
padrao realizada com uma solugao de 6,9 mg de nitrito de s6dio (NaNO2) em 400
mL de tampao fosfato (pH 7,4) expressos em pM. Os valores da concentracao

utilizados para o calculo da curva-padrao de NaNO, variaram de 100 a 0 uM.

4.12.5. Capacidade Antioxidante Total (TAC)

A determinagdo da TAC foi realizada no plasma e no homogenato do
figado dos animais, por meio do kit comercial antioxidant assay kit (Sigma-Aldrich,
St. Louis, Missouri, USA) seguindo-se as especificagdes do fabricante. O volume
de 10 uL de cada amostra foi transferido para placa de 96-pogos, seguindo-se da
adicdo de 20 puL de solucdo contendo mioglobina. Apos esta etapa, 150 pL. do
substrato acido 2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolina)-6-sulfonico (ABTS) foram
adicionados a cada poco e a placa entao incubada por 5 min a temperatura ambiente.
Finalmente, 100 pL da solucao de parada foram adicionados em cada poco e os
valores de absorbancia a 450 nm obtidos em espectrofotometro Multiskan™ GO
(Thermo Fisher Scientifics; Waltham, MA, EUA). A concentracdo de TAC foi
calculada apos a obtengao de uma curva padrao com quatro parametros utilizando-

se concentracdes conhecidas de Trolox (0, 0.015, 0.045, 0.105, 0.21 and 0.42 mM).

4.12.6. Citocinas
As citocinas TNF e IL-10 foram quantificadas no homogenato do figado dos
animais por meio de ensaios imunoenzimaticos com kits de ELISA. Para

mensuracao de TNF foi utilizado o kit Rat TNF alpha Uncoated ELISA (Invitrogen,
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Austria), seguindo as recomendacdes do fabricante. Brevemente, 100 puL do
anticorpo de captura especifico para TNF foi transferido para placa de 96-pocos, a
qual foi selada e incubada overnight a 4 °C para méaxima sensibilidade. Apos este
periodo, os pogos foram lavados 3 vezes com 250 pL de tampao de lavagem (PBS
1X) e secos com papel absorvente para eliminar qualquer tampao residual. Apos
esta etapa, 100 pL. do homogenato do figado foi adicionado a todos os pogos
destinados as amostras, enquanto os padrdes foram pipetados em diluicao seriada.
100 pL do anticorpo de deteccao foi incubado por 2 horas. Apds aspiragdo e
lavagem dos pogos (3 vezes PBS 1X), foram adicionados 100 pL da enzima
peroxidase conjugada com avidina em cada pogo e a placa incubada por 30 minutos.
Por fim, apds cinco lavagens com PBS 1X, 100 uL de substrato enzimatico TMB
foram adicionados e, ap0os posterior incubacdo por 15 minutos, paralisada com a
adicdo do mesmo volume de solugdo de parada (1 M H3POs). A leitura foi realizada
no espectrofotometro Multiskan™ GO (Thermo Fisher Scientifics; Waltham, MA,
EUA) utilizando-se o comprimento de onda de 450 nm. A quantidade de TNF fo1
calculada apos interpolagao dos valores obtidos por meio de uma curva padrao.

A quantificacdo de IL-10 foi realizada por meio do kit Rat IL-10 (Interleukin
10) ELISA (Elabscience, USA) seguindo-se as recomendagdes do fabricante.
Brevemente, 100 uL do homogenato do figado foi transferido para placa de 96-
pogos previamente tratada com anticorpos de captura especificos para IL-10 de
ratos. A placa foi selada e incubada a 37 °C por 90 minutos. Apds este periodo, o
liquido dos pogos foi removido e a eles adicionada a aliquota de 100 pnL. de uma
solucao contendo anticorpos de deteccdo, permanecendo a placa incubada a 37 °C
por 1 hora. Apos aspiracao e lavagem dos pocos por trés vezes com a solugdo de
lavagem, 100 pL da enzima peroxidase conjugada com avidina foram adicionadas
em cada poco e a placa incubada por 30 minutos a 37 °C. Finalmente, apds cinco
lavagens com a solugao de lavagem, a aliquota de 90 puL de substrato enzimatico
TMB foi adicionada, incubada por 15 minutos a 37 °C, e paralisada ap6s adigao de
50 uL de solucdo de parada. A leitura foi realizada a 450 nm no espectrofotometro
Multiskan™ GO (Thermo Fisher Scientifics; Waltham, MA, EUA), e a

concentragdo de IL-10 foi calculada por meio de curva padrao.
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4.13. Analises histomorfométricas do figado

Para a microtomia foi utilizado um micrétomo rotativo automatico (Leica
®M2255) e navalhas de vidro (Leica). Foram obtidos cortes semi seriados de 3 um
de espessura, respeitando-se a distancia de 12 cortes entre eles. As preparacdes
foram coradas com tricrdmico de gomori para as andlises histomorfométricas,
sendo fotografadas em um microscopio de campo claro (Olympus AX 70 TRF,
Tokyo, Japan). Foram realizadas contagem e medi¢do do diametro do hepatdcito,
infiltrado inflamatorio, densidade volumétrica dos componentes hepaticos, ntcleo,
citoplasma e vesiculas lipidicas, microvascularizagdo, e ntcleo de outras células.
Utilizou-se também a coloracao de picrosirius para analise do colageno tipo I, Ill e
total, sendo as laminas fotografadas em microscopio de luz com um filtro
polarizador acoplado a um analisador de imagem. Para esta coloragdo, foram
selecionados 10 campos do figado para cada animal. Para todas as andlises
histoldgicas, utilizou-se o software Image J® 1.48v (National Institute of Health,
USA), em um campo histoldgico com reticulo de 266 pontos sobre as imagens até
atingir o somatério de 1064 pontos por animal em um aumento de 20x
(CUPERTINO et al., 2013). O grau de esteatose foi avaliado semiquantitativamente
de acordo com uma escala de 5 graus: grau 0, se o percentual de gordura fosse
ausente ou menor que 5%; Grau 1, se > 5% e <25%; Grau 2, se > 25% e <50%;

Grau 3, se > 50% e <75%; e grau 4, se > 75% (TURLIN et al., 2001).

4.14. Analises estatisticas

Os dados foram expressos em médias = desvio padrdao. A normalidade dos
dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. Os dados que ndo apresentaram
distribui¢d@o normal foram transformados por transformagao logaritmica antes das
analises estatisticas paramétricas, sendo que, para os dados ndo paramétricos foi
utilizado Kruskal-Wallis seguido pelo teste post-hoc Dunn’s. Para a andlise dos
dados paramétricos, foi utilizado a analise de variancia One-way (ANOVA) e as
diferengas das médias dos grupos foram comparadas pelo teste post-hoc Newman-
Keuls. Foi considerado um nivel de significincia de 5%. Todas as andlises
estatisticas e graficos foram realizados por meio do programa Graphpad Prism

versao 6.0 (San Diego, CA, USA).
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5. RESULTADOS
5.1. Composi¢ciao quimica da semente e do 6leo de chia.

A composicao dos macronutrientes carboidratos, proteinas e lipidios na
semente de chia foi de 3,18%, 20,67% e 27,15%, respectivamente. Do componente
lipidico total do 6leo de chia, 10,3% sao gorduras saturadas, 7,5% monoinsaturadas,
e 82,2% de poli-insaturadas. A umidade foi 6,86% e cinzas, 4,15%. A fibra
alimentar total foi 37,91%, sendo 34,48% de fibra alimentar insoluvel ¢ 3,43% de
fibra alimentar solivel. O contetido de fendlicos da semente de chia foi 1,39 mg
GAE/g e a capacidade antioxidante total da semente de chia 4,36 umol trolox/g. A
média do rendimento da eficiéncia de extragdo do 6leo por meio da prensagem a
frio foi de 8%. O indice de peroxido do 6leo de chia foi de 1,88 mqE, e sua acidez
3,77 mg KOH/g. O perfil de acidos graxos no 6leo de chia foi de 7,6% de acido
palmitico (C16:0), 2,7% de acido estearico (C18:0), 7,5% de 4cido oleico (C18:1),
19,9% de acido linoleico (C18:2), 62,3% de acido linolénico-alfa (ALA) (C18:3)
(Tabela 5 e Figura 4).

Tabela S. Caracterizagdo quimica da semente de chia

Componentes Conteiido
(g/100g)
Carboidratos 3,18
Proteinas 20,67
Lipidios 27,15
Gorduras saturadas 2,79
Gorduras monoinsaturadas 2,04
Gorduras poli-insaturadas 22,32
Fibra alimentar total 3791
Fibra alimentar soluvel 3,43
Fibra alimentar insoluvel 34,48
Umidade 6,86
Cinzas 4,15
Fenois (mg GAE/g) 1,39
DPPH (umol trolox/g) 4,36
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Figura 4. Cromatograma de 6leo de chia com identificacdo dos acidos graxos. Picos: P1: acido
palmitico (7,6% - C16: 0); P2: acido estearico (2,7% - C18: 0); P3: acido oléico (7,5% - C18: 1);
P4: 4cido linoleico (19,9% - C18: 2); P5: acido alfa-linolénico (62,3% - C18: 3). Destes, 10,3% sdo
gorduras saturadas, 7,5% monoinsaturadas, e 82,2% de poli-insaturadas.

5.2. Efeitos dos tratamentos no consumo alimentar e medidas
biométricas
O consumo alimentar em gramas ao final do experimento foi maior no grupo
AIN-93M, quando comparado aos demais grupos (p< 0,05) (Tabela 6). Em
contraste, o consumo alimentar energético (Kcal) foi menor no grupo controle
AIN93-M (p< 0,05) (Tabela 6). O coeficiente de eficiéncia alimentar, assim como
o coeficiente de eficiéncia energética ndo diferiram entre os grupos. O consumo
alimentar didrio em gramas de semente de chia foi 2,14 + 0,14, e de seu 6leo foi
0,58 + 0,04. (Tabela 6). De acordo com o consumo alimentar dos animais dos
grupos testes, o consumo médio diario de dGmega 3 no grupo semente de chia (SC)
foi 0,48g, e no grupo dleo de chia (OC) foi de 0,46g. Os animais iniciaram a fase
de tratamento com o peso corporal homogéneo (Tabela 6). Apds o periodo
experimental, observou-se que o consumo alimentar da semente e do 6leo de chia
ndo interferiram no peso corporal final dos animais alimentados com dieta rica em
gordura saturada e frutose (HFHF) (p> 0,05) (Tabela 6). Também ndo foi
observada diferenga no perimetro abdominal, comprimento nasoanal e indice de
Lee (p > 0,05)
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Tabela 6. Consumo alimentar e medidas biométricas de ratos Wistar alimentados com dieta HFHF e tratados com semente ou 6leo de chia durante
10 semanas.

Variaveis AIN93-M HFHF SC oC

Ingestao alimentar (g) 1398,33 £ 20,55 1015,57 £ 94,50 ° 1052,12 + 65,01° 1011,07 + 64,25°
Ingestdo alimentar (Kcal) 4852,93 +£245,19 5499,83 + 684,94 ? 5534,17 + 341,972 5267,66 + 334,782
Consumo alimento teste (g) NA NA 2,14+0,14 0,58 £ 0,04
Peso inicial (g)* 349,94 + 30,71 357,95+ 25,17 362,45+ 37,39 364,17 £ 36,71
Peso final (g) 415,02 + 34,52 421,46 £4322 438,97 +37,31 416,27 £ 47,46
Ganho de peso (g) 65,07 £22,70 63,51 +£30,94 76,52 + 26,92 52,10 + 30,70
Perimetro da cintura (cm) 18,85+ 0,78 19,42 + 1,38 19,93 + 1,06 19,17 + 0,32
Comprimento nasoanal (cm) 25,50 £ 1,20 25,35+0,78 26,15 +£0,67 25,60 £ 0,77
Indice de Lee (g/cm®) 292,80 + 14,55 299,10 + 11,88 290,55 + 9,61 291,36 + 10,30

Medidas biométricas e consumo alimentar dos animais alimentados com dieta padrdo (AIN-93M); e dieta rica em gordura saturada e frutose (grupo HFHF); dieta semente de
chia (grupo SC): dieta HFHF com substitui¢do de 4% de 6leo de soja para lipidio proveniente da semente de chia; e dieta 6leo de chia (grupo OC): dieta HFHF com substituigdo
de 4% do o6leo de soja para lipidio proveniente de 6leo de chia. Todos os parametros foram mensurados ao final do experimento (10 semanas). *Peso inicial: mensurado no
inicio do experimento. Os valores sdo representados pelas médias e desvio padrdo (n=10). As médias foram analisadas pelo teste ANOVA “one way” seguido do teste post hoc
Newman-Keuls a 5% de probabilidade, exceto para a ingestdo alimentar (C), dado ndo paramétrico, usou-se o Kruskal-Wallis seguido pelo teste post hoc Dunn’s. Letras
diferentes indicam médias com diferengas significativas (p< 0,05). Médias sem letra significa que ndo houve diferencas significativas entre os grupos experimentais (p> 0,05)
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5.3. Efeitos dos tratamentos na adiposidade

Em relagdo aos tecidos adiposos dos animais, o grupo HFHF apresentou
aumento nos tecidos adiposos (TA) epididimal, visceral, gordura total e adiposidade
corporal, quando comparado ao grupo AIN-93M (Figura 5A, 5C, 5D e 5E). O
grupo teste OC foi capaz de reduzir esses tecidos, quando comparado ao grupo
HFHF, e equiparou-se ao grupo controle normal (AIN-93M) (p< 0,05), com
exce¢do do epididimal. Nao foi observado o mesmo efeito pelo consumo da
semente de chia (Figura 5A, 5C, 5D e SE). Nao houve diferenca significativa entre

0s grupos experimentais em relacdo ao tecido adiposo retroperitoneal (Figura 5B).
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Figura 5. Adiposidade dos animais. Tecidos adiposos (TA) edipidimal (A), retroperitoneal (B),
gordura visceral (C), tecido adiposo total (D), adiposidade corporal (E) dos animais ao final do
tratamento (10 semanas). Animais alimentados com dieta padrdo (AIN-93M); dieta rica em gordura
saturada e frutose (grupo HFHF); dieta teste semente de chia (grupo SC): dieta HFHF com
substitui¢do de 4% de dleo de soja para lipidio proveniente da semente de chia; e dieta teste 6leo de
chia (grupo OC): dieta HFHF com substituicdo de 4% do 6leo de soja para lipidio proveniente de
oleo de chia. Os valores sdo representados pelas médias e desvio padrao (n=10). As médias foram
analisadas pelo teste ANOVA “one way” seguido do teste post hoc Newman-Keuls a 5% de
probabilidade. Letras diferentes indicam médias com diferencgas significativas (p< 0,05). Médias
sem letras significa que nao houve diferengas significativas entre os grupos (p> 0,05).
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5.4. Efeitos dos tratamentos nas variaveis bioquimicas
Observou-se aumento de glicose e triglicerideos no grupo HFHF em relagao
ao grupo AIN-93M (p< 0,05). O 6leo de chia se mostrou eficaz em reduzir a
glicemia e o triglicerideo (Tabela 7), enquanto que a semente de chia ndo diferiu
entre os grupos experimentais (p> 0,05).

Quanto as enzimas hepaticas, a aspartato aminotransferase (AST) e
alanina aminotransferase (ALT), aumentaram no grupo HFHF quando comparada
ao grupo AIN-93M (p< 0,05). Os grupos testes SC e OC ndo se mostraram eficazes
na reducdo dessas enzimas hepaticas (p> 0,05). Em relagdo ao acido urico, o grupo
HFHF apresentou aumento significativo em relagao ao grupo AIN93-M (p< 0,05).
Apesar de ambos os tratamentos, SC e OC, nao terem diferido do grupo HFHF,

estes se equipararam ao grupo controle AIN-93M (Tabela 7).
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Tabela 7. Varidveis bioquimicas de ratos Wistar induzidos a alteracdes metabodlicas com dieta HFHF e tratados com semente ou 6leo de chia

durante 10 semanas.

Variaveis AIN93-M HFHF SC ocC
Glicose (mg/dL) 82,14+ 12,14 ° 100,86 + 7,82 ® 89,17+ 11,89 % 82,71+ 11,53 "
TG (mg/dL) 122,6 + 18,66 ° 147,8 £21,57° 130,4 + 7,83 % 1158 +7,36°
AST (U/L) 98,57 + 23,70 ® 150,71 + 30,35 ¢ 172,0 + 40,02 * 172,86 + 12,13
ALT (U/L) 29,0+ 11,07° 51,33+ 16,892 39,67 + 6,26 % 52,11 +17,74%
Acido trico (mg/dL) 1,33+0,67° 3,38+2,38% 2,43+125%® 1,73 £ 1,24 %

Variaveis bioquimicas dos animais alimentados com dieta padrao (AIN-93M); dieta rica em gordura saturada e frutose (grupo HFHF); dieta teste semente de chia (grupo SC):
dieta HFHF com substitui¢cdo de 4% de 6leo de soja para lipidio proveniente da semente de chia; e dieta teste 6leo de chia (grupo OC): dieta HFHF com substitui¢ao de 4% do
oleo de soja para lipidio proveniente de 6leo de chia. Os valores sdo representados pelas médias ¢ desvio padrao (n=10). As médias foram analisadas pelo teste ANOVA “one
way” seguido do teste post hoc Newman-Keuls a 5% de probabilidade. Letras diferentes indicam médias com diferengas significativas (p< 0,05). Médias sem letras significa
que ndo houve diferencgas significativas entre os grupos (p> 0,05). AST: aspartato aminotransferase; ALT: alanina aminotransferase; TG: triglicerideo.
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5.5. Efeito na capacidade antioxidante total, enzimas antioxidantes e
biomarcadores do estresse oxidativo

A TAC no figado dos animais dos grupos HFHF foi menor comparado aos
animais do grupo AIN-93M (p< 0,05). Embora os grupos testes SC e OC ndo foram
capazes de restaurar a TAC no figado (p> 0,05) (Figura 6A), a mesma no grupo OC
equiparou-se ao AIN-93M. Entretanto, a TAC do plasma, ndo diferiu entre os
grupos experimentais (p> 0,05) (Figura 6B). Em relacdo a enzima antioxidante
SOD, o grupo HFHF ndo diferiu do grupo AIN-93-M (p> 0,05). Contudo, o
consumo da semente ¢ do Oleo de chia proporcionou aumento dos niveis da
atividade da SOD (p> 0,05) (Figura 6C), enquanto a enzima CAT (Figura 6D) ndo
diferiu entre os grupos experimentais (Figura 6E).

Na avaliagdo de produtos provenientes da peroxidacdo de lipidios, a
concentra¢do de MDA nao diferiu entre os grupos experimentais (p> 0,05) (Figura
6E). No entanto, a concentragao de NO, aumentou no grupo HFHF comparado ao
AIN93M (p< 0,05), sendo o 6leo de chia capaz de reduzir o NO (p< 0,05). O grupo
semente de chia ndo diferiu do grupo HFHF, porém também se equiparou aos

grupos controle e OC (p> 0,05) (Figura 6F).
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Figura 6. Avaliacdo da capacidade antioxidante total, enzimas antioxidantes e biomarcadores do
estresse oxidativo nos amimais. Capacidade antioxidante total (TAC) no figado (A) e no plasma (B),
enzimas antioxidantes superdxido dismutase (SOD) (C), e catalase (CAT) (D) no figado, e
biomarcador do estresse oxidativo malondialdeido (MDA) (E), e 6xido nitrico (NO) (F), avaliados
no figado dos animais alimentados com dieta padrdo (AIN-93M); dieta rica em gordura saturada e
frutose (grupo HFHF); dieta teste semente de chia (grupo SC): dieta HFHF adicionada de 4% de
lipidio proveniente da semente de chia; dieta teste 6leo de chia (grupo OC): dieta HFHF adicionada
de 4% de lipidio proveniente do 6leo de chia. Os valores sdo representados pelas médias, com seu
desvio padrao representado pela barra (n=10). As médias foram analisadas pelo teste ANOVA “one
way” seguido do teste post hoc Newman-Keuls a 5% de probabilidade. Letras diferentes indicam
médias com diferengas significativas (p< 0,05). Médias sem letras significa que ndo houve

diferencas significativas entre os grupos (p> 0,05).
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5.6. Efeitos na inflamacao

A inflamacao foi avaliada por meio da quantificagcdo de citocinas pro e anti-
inflamatoria no figado, do leucograma (Figura 7) e infiltrado inflamatério (Tabela
8) no figado dos animais. O consumo da dieta HFHF demonstrou induzir alterag¢des
pro-inflamatorias por meio do aumento dos niveis de TNF no figado dos animais
do grupo HFHF, quando comparado ao grupo controle AIN93-M (p< 0,05). Os
grupos testes SC e OC nao foram capazes de reduzir os niveis dessa citocina pro-
inflamatoria (p< 0,05) (Figura 7A). Quanto aos niveis da citocina anti-inflamatoria
IL-10, ndo foi observado diferenca entre os grupos experimentais (p> 0,05) (Figura
7B).

Em relagdo ao leucograma dos animais, ndo houve diferenca entre os grupos
em relagdo as variaveis avaliadas tais como leucdcitos, linfocitos, plaquetas; e razao
linfocito/plaqueta (RPL) (Figura 7C) (p> 0,05). Quanto aos neutrofilos, observou-
se aumento no grupo HFHF quando comparado ao grupo AIN93-M (p< 0,05), e os
grupos tratamento SC e OC nao apresentaram redu¢ao dos mesmos, uma vez que
ndo diferiram do grupo HFHF (p> 0,05). No que se refere a razdo
neutrofilo/linfécito (RNL), houve aumento no grupo HFHF quando comparado ao
grupo AIN-93M (p< 0,05), sendo que o consumo do 6leo de chia (grupo OC) foi
capaz de reduzir esta razao (p< 0,05), equiparando ao grupo AIN-93M (p> 0,05).
A semente de chia ndo apresentou o mesmo efeito, como observado pelo 6leo (p>

0,05) (Figura 7D).
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Figura 7. Avaliacdo da inflamacdo nos animais. Quantificagdo de citocinas: fator de necrose tumoral
(TNF) (A), interleucina 10 (IL-10) (B) no figado dos animais; e razdo plaqueta linfécito (PLR) (C),
razdo neutrofilo linfocito (NLR) (D) em ratos alimentados com dieta padrdo (AIN-93M); dieta rica
em gordura saturada e frutose (grupo HFHF); dieta semente de chia (SC): dieta HFHF com
substitui¢do de 4% de 6leo de soja para lipidio proveniente da semente de chia; e dieta 6leo de chia
(grupo OC): dieta HFHF com substituicdo de 4% do 6leo de soja para lipidio proveniente de 6leo
de chia. Os valores sdo representados pelas médias e desvio padrdo (n=10). As médias foram
analisadas pelo teste ANOVA “one way” seguido do teste post hoc Newman-Keuls a 5% de
probabilidade. Letras diferentes indicam médias com diferencas significativas (p< 0,05). Médias
sem letras significa que ndo houve diferengas significativas entre os grupos (p> 0,05).

5.7. Efeitos nas medidas histomorfométricas no figado
Em relagdo ao figado dos animais, ndo houve diferenca no peso do 6rgao e

seu indice somatico (p> 0,05) entre os grupos experimentais (Figura 8A e 8B).
Também ndo houve diferenca entre os grupos em relacido ao percentual do nucleo
e do citoplasma de hepatocitos, vasos sanguineos e infiltrados inflamatorios (p>
0,05). Observou-se aumento no numero de outras células no grupo AIN93-M em
relacdo aos demais (p< 0,05) (Tabela 8). O percentual de hepatdcitos
mononucleados e binucleados ndo apresentaram diferengas significativas entre os
grupos experimentais. Nao houve diferenga entre os grupos em relacdo aos
infiltrados inflamatorios no figado dos animais (p> 0,05) (Tabela 8).

O percentual de vesiculas lipidicas no figado dos animais do grupo AIN93-
M apresentou-se com 15,7%, sendo classificado como esteatose hepatica grau 1. O

consumo da dieta HFHF aumentou o percentual para 26,7%, o que se classifica em
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um quadro de esteatose hepatica grau 2. Em relacdo aos grupos tratamentos,
verificou-se que o consumo da semente € do 6leo de chia mostraram-se eficientes
na reversao do quadro da esteatose hepatica para grau 1, com percentual de 16,7%
(grupo SC) e 14,5% (grupo OC), respectivamente (Figura 8C e 9C). Em relacdo
aos tipos de colageno I, III e total, os mesmos ndo apresentaram diferencas entre os
grupos (Tabela 8), o que demonstra que a dieta nao induziu fibrose hepatica nos

animais.
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Tabela 8. Histomorfometria do figado de ratos Wistar induzidos a alteragdes metabdlicas com dieta HFHF e tratados com semente ou 6leo de chia

durante 10 semanas.

Parametro (%) AIN93-M HFHF SC oC
Nucleo de hepatocitos 9,84 £2,10 8,09 + 1,62 8,31 £1,48 9,02 +1,95
Citoplasma de hepatdcitos 56,58 +7,52 53,60 £ 6,15 58,99 + 4,25 63,31 + 8,44
Vasos sanguineos 7,16 £ 2,84 6,36 + 3,48 10,62 £ 4,19 9,56 +4,25
Nucleo de outras células 10,83 +3,49° 4,68 +1,00° 543+3.27° 3,64+ 1,16°
Infiltrados inflamatorios 1,18 £ 0,70 0,95 +0,46 0,99 £ 0,66 0,91 £0,26
Hepat6cito mononucleado 94,05 + 1,02 94,43 + 0,85 95,03 £ 0,62 94,45 + 0,69
Hepatdécito binucleado 5,95+1,02 5,56 0,85 4,97 £ 0,62 5,54 + 0,69
Colageno tipo | 0,62 + 0,20 0,57 £0,24 0,52 +0,16 0,58 +£0,11
Colageno tipo 111 0,40 +0,15 0,32 +0,06 0,41 £0,26 0,40 £ 0,07
Colégeno total 1,03 +£0,19 0,89 + 0,28 0,93 £0,40 0,98 +0,13

Histomorfometria no figado de animais alimentados com dieta padrdo (AIN-93M); e dieta rica em gordura saturada e frutose (grupo HFHF); dieta semente de chia (SC): dieta
HFHF com substitui¢do de 4% de 6leo de soja para lipidio proveniente da semente de chia; e dieta 6leo de chia (grupo OC): dieta HFHF com substitui¢do de 4% do 6leo de soja
para lipidio proveniente de 6leo de chia. Os valores sdo representados pelas médias e desvio padrao (n=10). As médias foram analisadas pelo teste ANOVA “one way” seguido
do teste post hoc Newman-Keuls a 5% de probabilidade. Letras diferentes indicam médias com diferencas significativas (p< 0,05). Médias sem letras significam que ndo houve
diferencas significativas entre os grupos (p> 0,05).
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Figura 8. Peso do figado (A); indice hepatossomatico (B) e grau de esteatose (C) dos animais. A
classificagdo do grau de esteatose hepatica varia do grau 0 a grau 4, de acordo com a classificagdo
de Turlin et al. (2001). Os animais dos grupos alimentados com dieta padrdo (AIN-93M) tiveram
15,7% de lipidios no figado, sendo classificado como Grau 1; grupo que recebeu dieta rica em
gordura saturada e frutose (grupo HFHF) classificado com 26,7% de lipidios (Grau 2); grupo
semente de chia (SC), que recebeu dieta HFHF com substitui¢ao de 4% de 6leo de soja para lipidio
proveniente da semente de chia (equivalente a 14,7% de semente de chia) reduziu o grau de estetose
para Grau 1, com 16,7% de lipidios; assim como o grupo 6leo de chia, que recebeu dieta HFHF com
substitui¢do de 4% do 6leo de soja para lipidio proveniente de 6leo de chia com 14,5 % de lipidios
(Grau 1).
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Figura 9. Fotomicrografias representativas de cortes de figado dos animais (n=6). Os ratos foram
alimentados com dieta padrdo (AIN-93M) (A); dieta rica em gordura saturada e frutose (grupo
HFHF) (B); dieta semente de chia (SC): dieta HFHF com substituicdo de 4% de dleo de soja para
lipidio proveniente da semente de chia (C); e dieta 6leo de chia (grupo OC): dieta HFHF com
substituicdo de 4% do dleo de soja para lipidio proveniente de 6leo de chia (D). Coloragao:
Tricromio de Gomori - (—) Nucleo de hepatdcito; () outras células; (>) Goticulas lipidicas; (%)
Vasos sanguineos. Barra = 50pum.

6.  DISCUSSAO

O presente estudo investigou os potenciais beneficios do consumo da
semente ¢ do 6leo de chia na modulagao de alteragdes metabolicas em ratos Wistar
machos alimentados com dieta rica em gordura saturada e frutose (dieta HFHF). A
composicao quimica da semente de chia se equiparou com a chia utilizada em
outros estudos (Da SILVA et al., 2017; GRANCIERI, MARTINO; de MEJIA,
2019). O oleo de chia utilizado no experimento atendeu aos requisitos de qualidade
estabelecidos pela legislagao brasileira para 6leos prensados a frio € ndo refinados,
avaliados pelo indice de perdxido (IP) e acidez, que delega maximo 15 meq/kg para
IP e acidez méaxima de 4,0 mg KOH/g (BRASIL, 2005).

Sabe-se que a produgdo excessiva de energia, principalmente proveniente

do consumo de dietas ricas em gordura saturada e frutose, leva ao aumento do
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influxo de AGL. Em primeiro momento, ha aumento da combustao energética,
gerando sobrecarga da beta-oxidacao mitocondrial. Posteriormente, ha reducao da
mesma, assim como a elevada sintese de triglicerideos, aumentando o deposito de
gordura no tecido adiposo e figado (WOO et al., 2019; JEGATHEESAN, P.; De
BANDT, 2017; BAWDEN et al., 2016). Essa saturacdo da via oxidativa e a
retencao de lipidios no tecido hepatico, aumentam a producdo de espécies reativas
de oxigénio (EROs) e de nitrogénio (ERN), tais como superoxido, radicais
hidroxila, peroxido de hidrogénio, NO, peroxinitrito. Esses radicais livres podem
esgotar os antioxidantes endogenos, e inibir a atividade de enzimas antioxidantes,
induzindo o estresse oxidativo (ORE; AKINLOYE, 2019; BERNARDES et al.,
2017). Além disso, essas alteragdes metabolicas decorrem em aumento de enzimas
hepaticas, e induzem um estado pro-inflamatério tecidual e sistémico
(JEGATHEESAN; De BANDT, 2017). O modelo de dieta experimental HFHF
utilizado em nosso estudo, mostrou-se eficiente em induzir alteragdes metabolicas
nos animais. Tais alteracdes se destacam pelo aumento da adiposidade tecidual e
corporal, dos niveis de TNF no figado e aumento na razdo neutréfilo/linfocito
(RNL), demonstrando ativar a inflamagdo. Essa dieta promoveu reducdo da TAC e
aumentou os niveis hepaticos de NO. O aumento da glicemia e dos niveis de
triglicerideos também foram constatados, assim como o aumento do percentual de
lipidios no figado. Além disso, a dieta HFHF aumentou os niveis plasmaticos de
AST, ALT e acido turico, que sdo marcadores bioquimicos envolvidos em lesdo
hepatica (OZER et al., 2008). Outros estudos da literatura com desenho
experimental semelhante, ofertaram dieta HFHF a ratos Wistar adultos machos,
com 17,5% e 20% de frutose; e 20% e 31% de gordura saturada, respectivamente
(POUDYAL et al., 2012a, 2012b; MARINELI et al., 2015a, 2015b). Os autores
verificaram alteragdes semelhantes as causadas em nosso estudo, como aumento da
adiposidade visceral, glicemia, AST, ALT, esteatose hepatica e indugdo do estresse
oxidativo (POUDYAL et al., 2012a; POUDYAL et al., 2012b; MARINELI et al.,
2015a; MARINELI et al., 2015b).

No presente estudo, a substitui¢do total do lipidio proveniente do 6leo de
soja da dieta HFHF pelo 6leo ou semente de chia nas dietas testes OC e SC,
forneceu respectivamente, 4% da fonte lipidica advindos do 6leo de chia (grupo

0OC), ou da semente de chia, a qual ofertou a quantidade de 14,7% de semente
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(grupo SC). O excelente perfil de acidos graxos encontrados na chia estudada,
sendo o majoritario o acido a-linolénico (ALA - 62,3%), vai de encontro aos
resultados de outros estudos, aos quais a quantidade de ALA varia de 54 a 67% (Da
SILVA et al., 2016; RINCON-CERVERA et al., 2016; ULLAH et al., 2015). Essa
substitui¢do do contetido lipidico nos permitiu reduzir a razdo m-6:»-3 nas dietas
tratamentos (1,46:1), quando comparada a dieta HFHF (5,77:1). Em nosso estudo,
o consumo alimentar dos animais ao final do experimento, foi menor nos animais
que receberam as dietas HFHF, SC e OC comparado ao grupo controle normal
(AIN-93M). Isso se deve ao fato de que dietas hiperlipidicas, como a do nosso
estudo (61%), possuem elevada densidade energética e os lipidios podem conferir
maior saciedade (KOZIMOR; CHANG; COOPER, 2013). Marineli et al. (2015a),
com desenho experimental semelhante, encontrou o mesmo efeito na ingestdo
alimentar. Em nosso estudo, a redu¢do da TAC verificada no figado dos animais do
grupo HFHF, pode ser atribuida a gordura saturada e frutose, as quais causaram
aumento de radicais livres, observado pelos niveis de NO hepatico. Além disso, a
dieta HFHF apresentou reduc¢dao de compostos antioxidantes, o que ocasionou o
desequilibrio no sistema redox, com consequente diminui¢ao da defesa antioxidante
enddgena. Apesar da TAC no figado dos animais alimentados com semente (grupo
SC) e oleo de chia (grupo OC) nao diferirem do grupo HFHF, o grupo OC se
equiparou ao grupo controle AIN93-M, demonstrando haver uma tendéncia no
aumento da mesma.

Nos acreditamos que a restauragao do sistema antioxidante observada pelo
aumento da atividade da enzima SOD em ambos os grupos testes SC e OC, se deve
aos diferentes tipos de compostos antioxidantes presentes em ambas matrizes
alimentares, semente e 0leo, tais como ALA, fendlicos hidrofilicos e lipofilicos,
isoflavonas, vitaminas e minerais, visto que estes possuem agdo antioxidante
(OLIVEIRA-ALVESetal.,2017; Da SILVA etal.,2017; MARINELI et al., 2014).
Além disso, esse aumento da SOD pode ser em fun¢do da redugdo da TAC e do
aumento do radical livre NO no figado dos animais do grupo HFHF, permitindo o
aumento da mesma, a fim de restaurar o sistema antioxidante. A SOD, juntamente
com outras enzimas, faz parte da linha de defesa primaria do sistema antioxidante,
e mantém o ambiente redutor das células, regulando o sistema redox (KHOSRAVI

et al., 2019). Esta enzima ¢ responsavel por remover o anion superdxido, € o
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converter em oxigénio ¢ H>O», que em seguida, ¢ degradada pela GPx e CAT (SHIN
et al., 2018, JONES, et al., 1981). Em nosso estudo ndo foi possivel observar
aumento nos niveis de CAT nos grupos testes SC e OC, como visto na atividade da
SOD. Isso pode ser devido as enzimas do sistema redox responderem de formas
diferentes aos radicais livres (KHOSRAVI et al., 2019). Uma das vias do estresse
oxidativo ¢ por meio do aumento do NO, que juntamente com radical livre
superoxido, levam a formagdo do composto peroxinitrito, que pode gerar danos
celulares, no DNA, RNA, lipidios, tidis, aminodcidos e antioxidantes
(SQUADRITO; PRYOR, 1998; ODONNELL et al., 1999). A redugao do NO pelo
consumo do o6leo de chia, demonstrou reduzir o estresse oxidativo. Apesar do grupo
semente de chia (SC) ndo ter diferido do grupo HFHF, seus niveis de NO se
equipararam aos do grupo controle normal (AIN-93M). Esse efeito se deve
provavelmente, aos componentes com potencial antioxidante da chia, que podem
diminuir a produgdao de radicais livres e a peroxidacao lipidica. Tais efeitos
observados também, em estudos com ratos Wistar que ofertaram semente de chia
(36.2%) (FERREIRA et al. 2016); e semente (13,3%) e 6leo de chia (4%)
(MARINELI et al., 2015a). Toscano et al. (2014) verificaram que a concentracao
sérica de nitrito, um metabolito do NO, reduziu ap6s ofertar 35 g/dia de farinha de
chia durante 12 semanas a pacientes hipertensos. Em relacio ao MDA hepatico,
marcador de peroxidagdo lipidica, ndo foi possivel observar diferenga entres os
grupos experimentais do nosso estudo. Esse mesmo efeito do MDA foi observado
por Da Silva et al. (2018), que utilizaram dieta controle, HFD e HFD+farinha de
chia (41,68%). Contudo, esses autores também observaram melhora antioxidante,
por meio do aumento da SOD e CAT no figado (Da SILVA et al., 2018). Marineli
et al. (2015a) e Da Silva et al. (2019) avaliaram os niveis de TBARS em ratos
Wistar, e verificaram que a dieta HFHF e HFD, respectivamente, foram capazes de
aumentar os niveis de TBARS em relacdo aos animais alimentados com dieta
controle normal (AIN-93M), sendo que Marineli et al. (2015a) nao observaram
efeito da semente e do dleo de chia na redugdo do TBARS no figado, embora ambos
(semente e 6leo) tenham atuado na redugdo do mesmo no plasma (MARINELI et
al., 2015a). Ja Da Silva et al. (2019), verificaram que a farinha de chia (23,26%)

ndo foi eficiente em reduzir os niveis de TBARS.
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A restauragdo do equilibrio antioxidante promovida pelos componentes
presentes na semente e no 6leo, pode ter refletido na reversao da esteatose hepatica
para grau | nesses animais, ao comparar com os ratos do grupo HFHF, que
apresentaram esteatose hepatica grau 2, com 26,7% de vesiculas lipidicas no figado.
Possivelmente, a reducao de radicais livres e aumento da defesa antioxidante
promovida pela chia, provavelmente decorreu em aumento da beta-oxidagdo no
figado desses animais (SPAHIS et al., 2017), ocasionando a redu¢do do acumulo
de lipidios no figado. Estudos realizados em humanos, verificaram que o consumo
da semente de chia aumentou EPA no plasma (JIN et al., 2012; NIEMAN et al.,
2012; VUKSAN et al., 2007). J& estudos com animais, demonstraram que o 6leo de
chia atua de forma eficiente na bioconversdao do ALA em EPA e DHA no plasma,
figado, e tecido adiposo epididimal de ratos. Além disso, verificaram que o ®-3
regula positivamente fatores de transcrigdo responsaveis pelo aumento da beta-
oxidagdo, biogénese mitocondrial, e redugdo da expressao de genes envolvidos na
lipogénese (RINCON-CERVERA et al., 2016; GONZALEZ-MANAN et al.,
2012). Rincon-Cervera et al. (2017) ofertaram a ratos Wistar durante 21 dias, a
quantidade de 10% de 6leo de chia (63% ALA), tendo como grupo controle 10%
de 6leo de girassol (<1% ALA). O consumo do 6leo de chia potencializou o sistema
antioxidante por meio do aumento de enzimas antioxidantes, como SOD, CAT,
GPx, GR, e constataram que, o aumento de ALA reduziu a expressao do SREBPIc,
fator de transcri¢do envolvido na lipogénese (RICOULT; MANNING, 2013); e
aumentou a expressao do PPAR-a e CPT-1, importantes reguladores da oxidagao
de acidos graxos (SOFTIC et al., 2016; MCGARRY; FOSTER, 1980). Outros
estudos experimentais que utilizaram dieta HFD ou HFHF, também confirmaram o
efeito da chia no aumento de enzimas antioxidantes, além de aumentar expressao
do PPAR-a (Da SILVA etal.,2018; Da SILVA etal., 2019) e PGC-1a (MARINELI
et al., 2015b), envolvidos na beta-oxidacao e biogénese mitocondrial (SPAHIS et
al., 2017). Fernandez-Martinez et al. (2019) avaliaram que o consumo de semente
de chia (15%) durante 4 semanas em ratos Wistar machos, induzidos a dislipidemia
e NASH por meio dos farmacos, tiloxapol e tetracloreto de carbono,
respectivamente. Os autores verificaram que a chia foi capaz de reduzir
triglicerideos, colesterol, e ALT, assim como aumentar CAT, e diminuir os niveis

de TNF no plasma e no figado, demonstrando que o consumo desse alimento foi
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eficiente em reduzir os danos causados na NASH. Esses efeitos nos sugerem que
um dos mecanismos para a reducao da esteatose hepatica, possa ter sido modulado
pela regulagdo do sistema redox, com melhora antioxidante por meio dos
compostos, € 0 proprio sinergismo entre os nutrientes da chia, e que principalmente
o ALA, pode atuar em vias e fatores de transcri¢ao envolvidos na redugdo da
esteatose hepatica.

Em relacdo aos animais do grupo HFHF, provavelmente nao houve maior
acumulo de lipidios no figado dos mesmos, devido a esta dieta ter uma distribuicao
de carboidratos de 31%, que pode ndo ter ativado de forma tdo eficiente a
lipogénese de novo (LDN), embora a causa da retencao de lipidios tenha sido o alto
consumo de frutose e da gordura saturada contida nesta dieta. O consumo da dieta
AIN-93M (grupo controle normal), induziu esteatose hepatica grau 1 nos animais,
que pode ter sido provavelmente, devido a dieta AIN-93M conter alta distribuigao
de carboidratos (76%), que possivelmente, ativou a via da LDN (ALEMANY,
2013). Portanto, provavelmente por isso, ndo se observou diferen¢a na maioria dos
marcadores histologicos entre os grupos experimentais. Embora a dieta HFHF tenha
causado esteatose hepatica, inflamagao e estresse oxidativo no figado dos animais,
amesma ndo foi capaz de induzir fibrose hepatica, uma vez que nao houve diferenca
em relacdo aos tipos de colageno, I, III e total, entre os grupos experimentais.

A redugao da adiposidade provocada pelo consumo do 6leo de chia, nao foi
em fun¢do da densidade caldrica e do consumo alimentar, uma vez que nao houve
diferenca entre os grupos HFHF e OC. O consumo da semente de chia (grupo SC)
ndo provocou o mesmo efeito sobre a adiposidade quando comparado ao grupo
HFHF, embora tenha se equiparado ao grupo controle normal AIN-93M, sugerindo
que possivelmente, com maior quantidade de semente de chia, e ou, maior tempo
de tratamento em nosso trabalho, possivelmente, a semente poderia ter atuado na
reducdo da adiposidade. O estresse oxidativo estd intimamente associado a
adiposidade e regulacdo da homeostase energética (WOO et al., 2019). Podemos
dizer que a redugdo do estresse oxidativo e o reestabelecimento do equilibrio do
sistema redox pelo o6leo, refletiu na melhora da adiposidade dos animais. Estudos
realizados com ratos Wistar, notaram que a chia reduziu tecidos adiposos ou
adiposidade corporal (FERREIRA et al., 2016; CREUS et al., 2016; OLIVA et al.,

2013). Embora o nosso estudo apresentou redu¢do da adiposidade corporal nos
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animais, ndo se observou diferenga no peso corporal entre os grupos experimentais,
assim como no Indice de Lee, marcador de massa corporal utilizado para roedores
(BERNARDIS; PATTERSON, 1968). Da mesma forma, Creus et al. (2016),
observaram que a chia reduziu adiposidade visceral em ratos Wistar alimentados
com dieta rica em sacarose, sem alterar o peso corporal. Esse fato nos confirma a
importancia da perda de gordura corporal, comparado a apenas a perda de peso
corporal, uma vez que o tecido adiposo ¢ um oOrgdo altamente ativo, que pode
induzir alteragdes metabolicas pro-inflamatorias e pro-oxidantes (HAFIDI et al.,
2019). Isso também comprova que individuos classificados com IMC em eutrofia,
podem apresentar alteracdes metabolicas, como aumento da adiposidade visceral,
deposicao de gordura no figado, dislipidemia e inflamag¢do, que sdo caracteristicas
metabolicas relacionadas com a obesidade, sendo estes, conhecidos como
metabolicamente obesos, mas com peso normal. (WANG et al., 2015; LOPEZ-
MIRANDA; PEREZ-MARTINEZ, 2013). Estudos da literatura demonstraram
contetido aumentado de ALA e EPA em adipocitos de ratos (GONZALEZ-
MANAN et al., 2012; RINCON-CERVERA et al., 2016). Sabe-se que o aumento
de 4cidos graxos polliinsaturados O6mega-3 na membrana fosfolipidica de
adipocitos, podem aumentar a sensibilidade a insulina e captagdo de glicose
(STORLIEN et al, 1991). Além disso, um estudo realizado com camundongos
C57BL/6 obesos, alimentados com dieta HFD adicionada de 0,15% de 6leo de chia
também verificou redu¢do da massa gorda, além do aumento da massa magra nos
animais e reducdo da resisténcia a insulina (RI) (FONTE-FARIA et al., 2019). A
reducao da RI também foi observada por Marineli et al. (2015b). Esses mecanismos
contribuem para reducao de gordura observados pelos efeitos da chia, sendo que, a
reducdo da adiposidade corporal por si s6, pode contribuir na melhora do controle
glicémico (VUKSAN et al., 2017), e reduzir os niveis de triglicerideos (FONTE-
FARIA et al., 2019; FERREIRA et al., 2016, CREUS et al., 2016; OLIVA et al.,
2013; POUDYAL et al., 2013), desfechos estes, confirmados em nosso estudo pelo
consumo do 6leo de chia.

Dietas hiperlipidicas, e principalmente a presenca de gordura saturada,
contribuem para um estado pro-inflamatorio, por meio do aumento do tecido
adiposo, estresse oxidativo e lipotoxicidade, sendo os lipidios responsaveis por

ativar a sinalizacdo da via TLR4/NF-kB, que culmina em aumento dos niveis de
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TNF (KIM et al., 2019). Dietas ricas em frutoses também levam ao aumento da
inflamacao (CHEN et al., 2017), principalmente no figado, exacerbando os niveis
de TNF, como observado em nosso estudo. A semente € 0 6leo de chia ndo foram
eficientes em reduzir esta citocina, assim como os niveis de acido urico, AST e
ALT, e ndo ocasionou aumento nos niveis da citocina anti-inflamatoria IL-10. Isso
se deve provavelmente, pelo fato dessas dietas conterem 61% de lipidios, mesmo
com alteracdo na composicao lipidica, assim como a presenca da frutose, que ¢ um
fator altamente pré-inflamatorio, contribuindo para um dano hepatico
(CRESCENZO et al., 2018). Da Silva et al. (2019) observou o mesmo desfecho nos
niveis de TNF, o qual aumentou nos animais alimentados com HFD, sendo que a
farinha de chia ndo foi capaz de atuar na reducdo do TNF. Embora o 6leo de chia
tenha reduzido a RNL, marcador que se associa positivamente com a adiposidade,
0 mesmo parece ser o inicio da resolucdo da inflamagdo. Contudo, esta razdo deve
ser avaliada juntamente com outros marcadores inflamatorios a niveis
sérico/tecidual, uma vez que, qualquer condi¢do inflamatéria pode afetar a medida
da RNL (SUAREZ-CUENCA et al, 2019). Portanto, a atuagdo do 6leo de chia sob
os mecanismos das alteracdes metabolicas, como reducdo da glicemia,
triglicerideos, estresse oxidativo, esteatose hepdtica, e da adiposidade corporal,
parece ser independente da resolucdo da inflamagao local, uma vez que o consumo
da semente e do 6leo ndo foi capaz de atuar na redu¢ao do marcador de inflamagao
TNF no figado dos animais, ao comparar com o grupo HFHF. Mais estudos sdo
necessarios para continuar a investigacdo da atuacdo da chia nas vias inflamatorias.

Embora a matriz alimentar da semente de chia contenha proteina, fibras
alimentares, micronutrientes, compostos bioativos, tais como os fenodlicos e
peptideos bioativos (OLIVEIRA-ALVES et al., 2017; Da SILVA et al., 2016;
GRANCIERI, MARTINO; de MEIJIA, 2019), a mesma apresenta matriz alimentar
mais compactada, e consequentemente, seus compostos podem estar menos
biodisponiveis quando comparado ao 6leo (Figura 10). Os efeitos proeminentes no
oleo de chia nos sugerem que os beneficios do 6leo podem ser devido a sua maior
exposicdo as enzimas lipidicas digestivas, assim como pode ocorrer uma maior
absorcdo e biodisponibilidade dos acidos graxos, principalmente do ALA, e dos

outros componentes lipofilicos, como tocoferol e fenolicos, e ou, o proprio
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sinergismo da matriz alimentar, que possibilitam atuar em diferentes vias

metabolicas, como visto em nosso estudo.
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Figura 10. Alteragdes metabdlicas causadas pelo consumo de dieta rica em gordura saturada e frutose (HFHF) e efeitos
da semente ¢ do 6leo de chia encontrados em nosso estudo. Dietas HFHF decorrem em hipertrofia e hiperplasia dos
adipdcitos, os quais estimulam a produgdo de citocinas pro-inflamatorias e alteragdo de células do sistema imune,
observado pelo aumento da RNL, e dos niveis de TNF no figado dos animais. Esses mecanismos alteram o metabolismo
dos carboidratos e lipidios, o que refletiu no aumento da glicemia e dos niveis de triglicerideo, redu¢do da TAC no
figado, esteatose hepatica, peroxidacdo lipidica observada pelos niveis de NO, além de aumento dos marcadores de
dano hepatico, AST, ALT e acidos trico. A semente ¢ o 6leo de chia restauraram o sistema antioxidante, por meio do
aumento da enzima SOD, reduziram o grau de esteatose hepatica. Além disso, o 6leo de chia reduziu a adiposidade,
atuou na reducdo da peroxidacdo lipidica com redugdo dos niveis de NO, refletindo na reducdo dos niveis de glicose e
de triglicerideos nos animais. 1: aumento; |: redug@o; ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase;
HFHF: high fat and high fructose diet; NO: 6xido nitrico; RNL: razdo neutrofilo/linfocito; SOD: superoxido dismutase;
TAC: capacidade antioxidante total; TG: triglicerideo; TNF: fator de necrose tumoral.
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7.  CONCLUSAO

A dieta rica em gordura saturada e frutose foi um modelo eficiente em
induzir alteragdes metabdlicas nos animais. O consumo da semente ¢ do 6leo de
chia restaurou o sistema antioxidante e reduziu o grau de esteatose hepatica. Além
disso, o consumo do 6leo de chia favoreceu a redugao da adiposidade corporal, da
glicemia, dos niveis de triglicerideos, da peroxidagao lipidica, e da RNL. A atuacao
da chia sob a inflamagdo causada pelo consumo de dietas desbalanceadas, requer
maiores investigagdes. Em geral, a chia demonstrou atuar no controle metabdlico
de ratos Wistar adultos alimentados com dieta rica em gordura saturada e frutose.
Portanto, a chia pode ser considerada um alimento com alto potencial funcional no

controle metabolico de alteragdes causadas pelo consumo de dietas desequilibradas.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Em geral, considerando a substitui¢do de 4% do 6leo de soja da dieta HFHF,
pela mesma quantidade dos lipidios provenientes da semente e do 6leo de chia nas
dietas HFHF. Essa mudang¢a nos permitiu aumentar o conteudo de ®-3 e reduzir o-
6, o qual apresentou consumo médio didrio de ALA de 0,46g, nos animais do grupo
oleo de chia, e 0,48g nos animais alimentados pela semente. Sendo assim, ao
extrapolar os resultados do nosso experimento para um possivel consumo para
humanos, refletiria em uma quantidade de dmega-3 diario de 65,61 g, advindos da
semente de chia, 66,31 g de 6mega-3, advindos do 6leo de chia, ao considerar um
individuo adulto de 60 Kg. Ao levar em consideragao o alimento, isso significa 392
g de semente de chia, e 106,5 mL de 6leo de chia. Contudo, este estudo objetivou
avaliar o efeito da substituicio da fonte lipidica 6leo de soja, para lipidios
provenientes da chia, semente e 6leo, na reversao de alteracdes metabolicas
causadas pelo consumo de dieta rica em gordura saturada e frutose em ratos Wistar.
Portanto, quando a quantidade de chia ¢ extrapolada para humanos a nivel de ALA,
principal acido graxo encontrado na chia, reflete em grandes quantidades diarias de
chia. Nesse estudo, n6s procuramos simular um ambiente organico semelhante ao
de individuos com alto consumo de alimentos ultraprocessados, como observado
principalmente pelas dietas ocidentais. Sendo assim, mais estudos sdo necessarios
a fim de continuar a explorar as vias e mecanismos moleculares envolvidos nos
processos de alteracdes metabolicas, principalmente na lipogénese, beta-oxidacao,
inflamacdo e na via do metabolismo da glicose. Além disso, se faz necessario
estabelecer quantidades seguras e eficazes, sem risco de toxicidade, para possivel

extrapolagdo para consumo humano.
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ANEXO 1

CERTIFICADO

A Comissio de Etica no Uso de Animais - CEUA/UFV certifica que o
processo n° 892018, intitulado “Efeito da semente e do 6leo de chia (Salvia
hispanica L.) na beta oxidagio e lipogénese, no estresse oxidativo e na
inflamagiio hepdtica em ratos obesos”, coordenada pela professora Hércia
Stampini Duarte Martino do Departamento de Nutrigio e Saude, esta de acordo
com a Legislagio vigente (Lei N° 11.794, de 08 de outubro de 2008), as
Resolugdes Normativas editadas pelo CONCEA/MCTI, a DBCA (Diretriz
Brasileira de Pratica para o Cuidado e a Utilizagio de Animais para Fins
Cientificos e Didaticos) e as Diretrizes da Pratica de Eutanasia preconizadas pelo
CONCEA/MCTI, portanto sendo aprovado por esta Comissdo em 21/02/2019,
com validade de 12 meses.

CERTIFICATE

The Ethic Committee in Animal Use/UFV certify that the process number
89/2018, named “Effect of seed and chia (Salvia hispanica L.) oil on beta
oxidation and lipogenesis, oxidative stress and hepatic inflammation in
obese rats", is in agreement with the a actual Brazilian legislation ( Lei N°
11.794, 2008), Normative Resolutions edited by CONCEA/MCTI, the DBCA
(Brazilian Practice Guideline for the Care and Use of Animals for Scientific
Purposes and Teaching) and the Guidelines of Practice the Euthanasia
recommended by CONCEA/MCTI therefore being approved by the Committee
on February 21, 2019 valid for 12 months.
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Prof. * Atima Clemente Alves Zuanon
Presidente
Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA/UFV

Certificado de aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA/UFV
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