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RESUMO

FARIA, Thais Fonte. Efeito da suplementagao dietética com 6leo de chia
(Salvia hispanica L.) sobre as alterag6es metabdlicas e vasculares
decorrentes da obesidade. 2019. 95f. Tese (Doutorado em Biociéncias) — Instituto
de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2019.

Na obesidade, o acumulo excessivo de gordura promove a expansao e a
inflamacao do tecido adiposo perivascular (TAPV), os quais estdo envolvidos no
desenvolvimento da resisténcia a insulina, disfuncdo endotelial e aterosclerose na
obesidade, contudo, ainda ndo estdo claros quais mecanismos envolvidos na
expansdo do TAPV durante a obesidade contribuem na patogénese das doencgas
cardiovasculares (DCV). Outro fator determinante na fisiopatologia da obesidade é a
qualidade nutricional da dieta. Recentemente, demonstramos que a suplementagao
dietética com d6leo de chia (Salvia hispanica L.), a mais rica fonte de acidos graxos
poli-insaturados ®3, melhora a sensibilidade a insulina e induz o remodelamento do
tecido adiposo durante a obesidade. Com base no exposto acima, nosso objetivo
nesse trabalho foi avaliar os efeitos da suplementacao dietética com 6leo de chia
sobre as alteracbes metabdlicas e vasculares decorrentes da obesidade induzida
por dieta hiperlipidica. Camundongos C57BL/6 com 21 dias de vida foram mantidos
sob dieta normolipidica (grupo C) ou dieta hiperlipidica (45% de Kcal provenientes
de gordura) (Grupo H) por 10 semanas. Apds esse periodo, cada grupo foi
subdividido em dois subgrupos (grupo CC e grupo HC) que receberam as
respectivas dietas suplementadas com 6leo de chia (1,5% m/m) por 6 semanas.
Comparados ao grupo H, animais HC apresentaram redugdo da massa de gordura
corporal e, consequente, aumento da massa magra, porem, sem alteragées no peso
corporal. A suplementacdo dietética com 6leo de chia reduziu os niveis séricos de
leptina e insulina nos animais obesos e melhorou a tolerancia a glicose e insulina
nesses animais, indicando melhora da resposta metabdlica. A avaliagao da pressao
arterial pelo método nao invasivo de pletismografia caudal ndo detectou diferengas
significativas nos niveis pressoricos entre os grupos. A avaliagdo da reatividade do
leito arterial (LAM) com TAPV demonstrou um aumento da resposta vasodilatadora a
acetilcolina e uma diminuicdo da resposta a noradrenalina nos animais obesos
submetidos a suplementagcdo com 6leo de chia. A suplementagdo com 6leo de chia
também diminuiu o didmetro dos adipécitos no TAPV mesentérico dos animais
obesos. A anadlise do perfil endocrino do TAPV mesentérico mostrou que a
suplementacdo com 6leo de chia reduziu a secregao de leptina, IL-1B e a expressao
protéica da iNOS e, por outro lado, aumentou a secrecao de IL-10 e a expressao
génica de GPR120. Desta forma concluimos que suplementagao dietética com 6leo
de chia promove efeitos benéficos sobre as alteragdes vasculares induzidas pela
obesidade, apresentando propriedades anti-inflamatéria, hipoglicemiante e de
melhora na fungao vascular que contribuem para o seu potencial terapéutico.

Palavras chave: Obesidade. Acidos graxos w-3. Tecido adiposo perivascular.

Doencgas cardiovasculares.



ABSTRACT

FARIA, Thais Fonte. Effect of chia oil supplementation (Salvia hispanica L.)
on the metabolic and vascular alterations related to obesity. 2019. 95f. Tese
(Doutorado em Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

The abnormal fat accumulation during obesity leads to expansion and
inflammation of perivascular adipose tissue (PVAT), which have been implicated in
the development of insulin resistance, endothelial dysfunction and atherosclerosis,
Several studies have demonstrated that nutritional quality of diet is associated with
obesity and related metabolic diseases, but biological mechanisms supporting these
associations remain unknown. Recently, we have shown that dietary
supplementation with chia seed oil (Salvia hispanica L.), the richest source of »-3
fatty acids, a-linolenic acid, improves insulin sensitivity in the skeletal muscle and
induces remodeling of adipose tissue during obesity. Here, we evaluated the impact
of dietary chia oil supplementation on the metabolic and vascular response of PVAT
from obese mice. Male C57BL/6 mice were randomly divided into four groups. First,
mice were fed with a normal chow diet (C group) or a high-fat diet (45% Kcal from fat,
H group). After 10 weeks, the groups were subdivided in a normal chow diet
supplemented with Chia oil (1.5% m/m — CC group) and a high-fat diet supplemented
with Chia oil (HC group) for 6 weeks. The supplementation with chia oil reduced the
body fat mass, increased the lean body mass, reduced the blood levels of glucose,
leptin, and insulin and improved the insulin and glucose tolerance. Blood pressure
assessment by the noninvasive method of caudal plethysmography did not detect
significant differences in pressure levels between the groups. Chia oil
supplementation restored the vasodilator response to acetilcholine and decreased
the vasoconstrictor response to noradrenaline in mesenteric vascular bed from obese
animals. The supplementation with chia oil also reduced adipocytes diameter in the
mesenteric PVAT of obese animals and reduced the secreted levels of leptin, IL-13
and iINOS protein expression. On the other hand, the chia oil supplementation
increased the production of IL-10 and GPR120 gene expression in the mesenteric
PVAT of obese animals. We concluded that dietary supplementation with chia oil
promotes beneficial effects on obesity-induced vascular changes with anti-
inflammatory, hypoglycaemic and vasorelaxation properties those contribute to its
therapeutic potential.

Keywords: Obesity. Fatty acids w-3. Perivascular adipose tissue. Cardiovascular

diseases.
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INTRODUGAO

Obesidade

A obesidade é uma doenca amplamente estudada. Em 2019, segundo a base
de dados PUBMED, mais de 21 mil artigos foram publicados com o termo “obesity”.
O primeiro artigo sobre o tema foi publicado em 1880 e trata de um estudo post
mortem de um caso de obesidade extrema. Neste artigo, o autor descreve um
individuo com aproximadamente 190 quilos, letargico nos ultimos anos de vida, que
possuia uma espessa camada de tecido adiposo subcutédneo na regido abdominal,
uma musculatura fina, além de 6rgaos cobertos por gordura, caracterizando as
alteracdes decorrentes da obesidade (OLIVER, 1880). A definicado de obesidade do
século XIX se correlaciona com a atual, que € definida como acumulo de gordura
anormal ou excessiva, apresentando risco para a saude, sendo o principal fator de
risco para o desenvolvimento e agravamento de uma série de doengas crbnicas,
incluindo diabetes, doengas cardiovasculares e cancer (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2016).

Sendo uma das principais doencas do século 21, a obesidade é considerada
uma doenga cronica que acomete os individuos independentemente de
antecedentes culturais, financeiros ou étnicos, afetando a qualidade de vida e
impactando a economia (ZANG et al., 2012).

No Brasil, segundo o Ministério da Saude, a obesidade cresceu 60% nos
ultimos 10 anos, passando de 11,8% em 2006 para 18,9% em 2016. Segundo o
portal Brasil, a obesidade € mais prevalente com o avang¢o da idade, porém mesmo
entre os individuos de 25 a 44 anos, o indice é alto, em torno de 17%. O aumento da
incidéncia de obesidade parece estar correlacionado com o aumento da prevaléncia
de diabetes e hipertensédo (BRASIL, 2016).

A correlagao entre obesidade e outras doencgas foi descrita, pela primeira vez,
em 1965 por Vague et al. Neste artigo, os autores sugerem que a obesidade poderia
predispor a diabetes e as doengas cardiovasculares. Aproximadamente 30 anos
depois, Reaven propbés o termo “Syndrome X" para classificar individuos com

resisténcia a insulina, hipertrigliceridemia, diminuigio de HDL-colesterol,
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hipertensao, risco de doencgas cardiovasculares e obesos (REAVEN et al., 1988). No
entanto, somente em 1999 a WHO introduziu o nome de “Sindrome Metabdlica”
(SM), que pela definicdo atual, corresponde a um conjunto de doengas cuja base ¢é a
resisténcia a insulina que, em quase sua totalidade, € acompanhada pela obesidade.
Seu diagnéstico € dado pela ocorréncia de pelo menos trés das seguintes condigdes
clinicas: obesidade abdominal, pressdo arterial elevada, glicose elevada,
triglicerideos elevados e baixos niveis de lipoproteina de alta densidade (HDL-C)
(WHO, 1999).

Epidemiologicamente, hoje, nos EUA, estima-se que 34% da populagao
adulta tenha SM. Concomitantemente, observa-se um aumento expressivo da taxa
de SM na populagédo dos paises em desenvolvimento (LIM; ECKEL, 2014). Além da
SM, a obesidade esta associada ao desenvolvimento de outros disturbios de saude
como cancer, asma, disturbios do sono, disfungdo hepatica, disfuncdo renal e
infertilidade (JUNG et al., 1997; PI-SUNYER, 1991). No entanto, o desenvolvimento
de diabetes tipo 2 (DM2) e doengas cardiovasculares sao as principais morbidades
associadas a obesidade.

Sabe-se que o desenvolvimento das comorbidades na obesidade esta
diretamente associado ao acumulo excessivo da gordura corporal total, porém
estudos vém demonstrando que o acumulo de gordura em compartimentos corporais
isoladamente também é de extrema relevancia, pois contribui para as alteracdes
metabdlicas e funcionais em tecidos e 6rgaos especificos como a medula éssea, o
figado, musculos e tecido adiposo, que participam do desenvolvimento das
enfermidades associadas (POLIN et al., 2008; SILVA et al.,, 2017; MILIC; LULIC;
STIMAC, 2014).

Composicao Corporal e Tecido Adiposo

Tanto o excesso de adiposidade quanto a sua distribuicdo corporal séo
importantes, pois o acumulo periférico dessa gordura em adipécitos no
compartimento subcutaneo, por exemplo, tem efeitos menos deletérios comparados
ao seu acumulo central no em adipdécitos nos compartimentos viscerais, por este ter

efeitos diretos na vascularidade e no funcionamento de érgaos, através da lipdlise,
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da infiltracdo de células do sistema imune e da secregcdo de fatores como as
adipocinas (IBRAHIM, 2010; LEE et al., 2012).

Concomitante ao aumento da massa de gordura corporal, na obesidade
ocorre a perda da massa muscular, uma condicdo descrita como “obesidade
sarcopénica” (LEE et al., 2016; BATSIS et al.,2015), que contribui ainda mais para o
aumento do risco de disturbios metabdlicos e com o aumento das doencgas
cardiovasculares (ZAMBONI et al., 2008). Desta forma, a diminuicdo da massa
magra, mesmo em niveis menores que a sarcopenia, aumenta a probabilidade do
desenvolvimento de hipertensdo, doencas cardiovasculares, diabetes tipo 2 e
dislipidemias (CHOI, 2016).

Outro aspecto importante relacionado a massa magra, mais especificamente
ao musculo esquelético € um novo horménio que em 2012, Bostrom et al.
descreveram uma nova miocina secretada pelo musculo esquelético de forma
exercicio dependente, com potencial para aumentar a termogénese adaptativa. Essa
miocina denominada irisina age no processo de browning, caracterizado pelo
aumento do numero de mitocondrias do tecido adiposo subcutdneo, levando a um
efeito dissipativo de energia, o qual contribui para um potencial efeito terapéutico
antiobesidade ou antidiabético.

Ja foi demonstrado em um estudo com 715 homens asiaticos que um baixo
nivel de irisina circulante é preditivo para fraqueza e atrofia muscular, propondo a
irisina como um potencial biomarcador para disfuncdo muscular que pode prevenir o
inicio da sarcopenia e fornecer novos caminhos para o monitoramento de alteracdes
musculares relacionadas a idade (CHANG, 2017).

Os estudos correlacionando dieta com niveis de irisina ndo sdo conclusivos e
ainda nao foi descrito um mecanismo direto para acdo de nutrientes nos niveis de
irisina (KO et al.,, 2016; ANASTASILAKIS et al., 2012; SCHLOGL et al., 2015;
OSELLA et al., 2018).

Como descrito, na obesidade ocorre o aumento do tecido adiposo branco, um
tecido conjuntivo derivado do mesoderma embrionario que consiste em um estroma
“de apoio” formado por uma populacdo heterogénea de células como adipécitos (50
- 70%), pré-adipécitos, células musculares lisas, células endoteliais, mastdcitos,
fibroblastos, dentre outras (NAE et al., 2013).

Uma das principais caracteristicas do tecido adiposo € a sua capacidade de

se adaptar e expandir em condi¢gdes de excesso de energia, através dos processos
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de hipertrofia e/ou o recrutamento e proliferacdo de células precursoras (hiperplasia)
que darao origem a novos adipdcitos (PELLEGRINELLI; CAROBBIO; VIDAL-PUIG,
2016). Na obesidade, a hipertrofia de adipdcitos, a obesidade central e o acumulo
ectdépico de gordura estdo associados a pré-disposicdo a DM2 e SM e, o
recrutamento de novos adipdcitos pode prevenir essas alteragées (GUSTAFSON et
al., 2015).

O tecido adiposo branco (TAB) tem um papel chave nas fungdes enddcrinas e
metabdlicas, pois participa da regulagdo da homeostase energética e da
sensibilidade a insulina, participando ativamente do desenvolvimento das
complicagbes metabdlicas associadas a obesidade, assim como do quadro de
inflamacédo sistémica de baixo grau e o0 aumento do risco de doencgas
cardiovasculares (ROSEN; SPIELGEMAN, 2014). O TAB é composto por,
aproximadamente, 50% de adipdcitos e 50% de células diferentes tipos celulares
como células tronco, pré adipdcitos, células neurais, células endoteliais e leucocitos
(GUSTAFSON; SMITH, 2015). Uma das principais caracteristicas do tecido adiposo
€ a sua capacidade de se adaptar e expandir em condigdes de excesso de energia,
através dos processos de hipertrofia e/ou o recrutamento e proliferagcao de células
precursoras que darao origem a novos adipécitos (hiperplasia) (PELLEGRINELLI et
al., 2016). Na obesidade, a hipertrofia de adipocitos, a obesidade central e o
acumulo ectopico de gordura estdo associados a pré disposicdo a DM e SM . O
recrutamento de novos adipdcitos pode prevenir essas alteragoes (GUSTAFSON et
al., 2015).

Dados recentes mostram que fatores relacionados a qualidade nutricional,
como a suplementagdo de vitamina A ou acidos graxos émega 3, podem
reprogramar o tecido adiposo, induzindo seu remodelamento, favorecendo a
hiperplasia de adipdcitos e contribuindo para a melhora dos parametros metabdlicos
(GRANADOS et al., 2013; HENSLER et al., 2011).

Em pessoas eutréficas, o tecido adiposo contém principalmente pré-
adipocitos, adipdcitos e uma pequena populagcdo de leucdcitos residentes sem
caracteristicas pro- inflamatérias. Com o avango do ganho de gordura corporal € o
estabelecimento da obesidade, a composicdo do tecido adiposo muda
dramaticamente. Em individuos com obesidade severa, além dos adipdcitos, ocorre
uma infiltracdo macica de células do sistema imune, como: mondécitos / macréfagos,

mastocitos, linfécitos B e T, e neutréfilos que contribuem para a inflamacao deste
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tecido. Em contraste, a quantidade de certos tipos de células no tecido adiposo,
como: eosindfilos, linfécitos e células T reguladoras diminuem na obesidade
(SCHIPPER et al., 2012).

Além da presencga de células do sistema imune, evidéncias mostram que o
tecido adiposo secreta mais de 50 hormébnios e moléculas sinalizadoras,
coletivamente chamadas adipocinas, que exercem papéis biolégicos de forma
autocrina, paracrina, ou enddcrina, podendo influenciar varios processos fisioldgicos
(WAKI; TONTONOZ, 2007), como demonstrado do Quadro 1.

Quadro 1 — Processos fisioloégicos e metabdlicos regulados pelo tecido adiposo

através da secrecao de adipocinas

Metabolismo energético
Controle da ingestio

H " licemi leptina
omeos 3593’? lcemica NPY Metabolismo lipidico
Sensibilidade 3 Insulina IL1AL1Ra RBP-4
Adiponectina ECTP
Resistina IL1/IL1Ra
Visfatina
TNFa \
IL1/IL1Ra

Fatoresde crescimento

—
Homeostasevascular — —" [ TGFp
PAl-1 ® NGF
leptina e
/ \ Angiogénese
Pressdo sanguinea VEGE

angiolensinégeno

Imunidade
Fatores pri- e anti-inflamatérios
IL1 IL10
LG IL4
L8 IL1Ra
IL18
MCP1
ThFa

Legenda: CETP: proteina transferidora de ésteres de colesterol; IL1: interleucina-1; IL1Ra:
antagonista do receptor da interleucina-1; IL4: interleucina-4; IL6: interleucina-6; IL8:
interleucina-8; IL10: interleucina-10; IL18: interleucina-18; MCP-1: proteina quimioatraente
de monocitos-1; NGF: fator de crescimento nervoso; NPY: neuropeptidio Y; RBP-4:
proteina ligadora de retinol-4; TGF: fator de transformacédo do cresciment ; TNFa: fator de
necrose tumoral alfa; VEGF: fator de crescimentodo endotélio vascular.

Nota: Processos fisiologicos e metabdlicos regulados pelo tecido adiposo através da secregao
de adipocinas.

Fonte: Adaptado de Montserrat Esteve Rafols, 2013.
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Como demostrado, o tecido adiposo secreta um numero consideravel de
substancia, denominadas adipocinas (TRAYHUR; WOOD, 2004). As adipocinas sao
muito diversas em termos de estrutura quimica e funcéo fisioldgica (VAZQUEZ-
VELA; TORRES; TOVAR, 2008), e muitas delas estdo relacionadas ao sistema
imunoldgico, incluindo citocinas classicas como Fator de necrose tumoral alfa (TNF-
a), as Interleucinas (IL-1, IL-6, IL-8, IL-10 , IL-4, IL-13) e Fator quimioatraente de
macréfagos 1 (MCP-1), podendo estabelecer um vinculo entre inflamagdo e
obesidade, situagdo em que a secrec¢ao de adipocinas € inflamatoéria (JUGE-AUBRY;
HENRICHOT; MEIR, 2005). As adipocinas também incluem proteinas envolvidas na
regulacdo da ingestdo e equilibrio de energia (leptina), na regulagdo da pressao
arterial (angiotensinogénio), na hemostasia vascular, inibidor do ativador do
plasminogénio (PAI-1), no metabolismo lipidico, proteina transportadora de retinol
(RBP-4) e a proteina transportadora de ésteres de colesterol (CETP), na
homeostase glicémica (Adiponectina, Resistina, Visfatina), na angiogénese, o fator
de crescimento endotelial (VEGF), bem como fatores de crescimento, com o fator de
transformacdo do crescimeto (TGF) e proteinas de fase aguda e resposta ao
estresse (hepatoglobulina) (RAFOLS, 2013).

Devido a sua relevancia, algumas citocinas secretas pelo tecido adiposo
requerem atencdo especial, como o TNF, inicialmente descrita como um fator
induzido por endotoxinas que causa necrose de tumores (RUAN; LODISH, 2003);
atualmente sabemos que também é expresso por adipécitos e células do estroma
vascular (FAIN et al., 2004); e seus niveis estdao diretamente envolvidos com a
massa gorda total e sua distribuicdo (WAJCHENBERG, 2000). Dentre suas agdes, o
TNF pode influenciar a expressdo génica em tecidos metabolicamente importantes,
como tecido adiposo e figado, levando a supressao de genes envolvidos na
captacdo e armazenamento de acidos graxos e glicose, fatores envolvidos da
adipogénese e lipogénese e de outros fatores secretados pelos adipocitos, incluindo
adiponectina e IL-6 (RUAN et al., 2002)

A Interleucina 6 (IL6), uma é citocina associada a obesidade e resisténcia a
insulina (FERNANDEZ-REAL; RICART, 2003), também expressa por adipocitos e
pela matriz do tecido adiposo (RUAN; LODISH, 2003) com expressao cerca de trés

vezes maior no tecido adiposo visceral comparada ao subcutaneo (RUAN; LODISH,
2003; WAJCHENBERG, 2000).
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O aumento da expressao da IL-6 no tecido adiposo e plasmaticas estao
correlacionadas diretamente com a obesidade, tolerancia a glicose e resisténcia a
insulina (FERNANDEZ-REAL; RICART, 2003).

Outra citocina importante, a diponectina, € expressa especificamente em
adipdcitos diferenciados e circula em altos niveis na corrente sanguinea
(CHANDRAN et al., 2003), possui maiores concentragdes no tecido adiposo
subcutadneo comparado ao visceral, (RUAN; LODISH, 2003) e seus receptores séao
expressos no musculo e figado. Associagdo inversa forte e consistente entre
adiponectina e resisténcia a insulina e estados inflamatérios ja foi estabelecida,
considerando-a com um papel antidiabético, anti-inflamatério e antiaterogénico
(CHANDRAN et al., 2003; DIEZ; IGLESISAS, 2003).

A IL-10 é uma citocina anti-inflamatoéria que desempenha um papel importante
na regulagdo do sistema imunolégico, levando a diminuicdo da produgdo de
citocinas proé-inflamatoérias. Em individuos com DM2, bem como com aumento da
massa corporal foram encontrados baixos niveis de IL10 (BLUHER et al., 2005).
Uma recente revisdo considerou a IL-10 como citocina mais importante na
supressao de respostas pro-inflamatérias em todos os tipos de doengas auto-imunes
e na limitagdo de respostas imunes excessivas (WEI et al., 2019). Outra importante
citocina, a IL-B, identificada em 1990 por Eastgate, Symons e Duff, apesar de pouco
estuda em comparacéo as demais citocinas, tem seu papel ja estabelecido com uma
das principais citocinas secretadas pelo tecido adiposo perivascular obeso, agindo
na disfungao vascular (ZHU et al., 2018; MARTINEZ-MICAELO et al., 2016).

Dentre as alteragcdes observadas na obesidade, o aumento nos niveis
circulantes de leptina € uma importante alteragdo hormonal. A leptina € uma proteina
nao glicosilada, de 16 KDa, codificada pelo gene ob, que inicialmente foi descrita
como um horménio produzido pelo tecido adiposo, com agdes antilipogénicas,
atuando no hipotalamo para a redugao da ingestdo alimentar e aumento do gasto
caldrico. Posteriormente, descobriu-se que as agdes da leptina ndo eram restritas a
regulacdo do peso corporal e do balango energético, ela também tem efeitos em
orgaos e tecidos periféricos, onde atua na homeostase da glicose e lipideos, na
regulacdo da reprodugédo, na modulagdo da resposta imune e inflamatdria, dentre
outros efeitos (ZHANG et al., 1994; LA CAVA et al., 2004).

Os adipécitos do tecido adiposo branco sdo, quantitativamente, a principal
fonte de leptina no organismo. Em individuos eutroficos, os niveis séricos desta
adipocina variam de 5 a 15 ng/mL (SINHAET et al.,, 1996). Uma vez que na
obesidade ocorre 0 aumento na massa de tecido adiposo, os niveis de leptina
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circulantes aumentam significativamente, podendo chegar a 50 ng/mL. Contudo,
este aumento n&o se reflete na redugdo do peso corporal ou em balango energético
negativo, uma vez que individuos com obesidade apresentam resisténcia central a
leptina (PAZ FILHO; MASTRONARDI; LICINIO, 2015; GHANTOUS et al., 2015).

A regulagcdo do gene ob também ocorre pela insulina, que se encontra
aumentada na obesidade, independentemente da sua agdo na redugéo da glicemia
(DEVOS et al.,, 1995). Mais recentemente, Kim et al. (2015) propuseram que a
regulacédo da sintese de leptina pela insulina poderia estar relacionada a morfologia
dos adipdcitos, uma vez que a insulina promove a hipertrofia destas células,
induzindo a lipogénese, ressaltando que a secregdo de leptina esta diretamente
associada ao volume dos adipécitos.

No quadro de obesidade, adipdcitos hipertroficos, pré-adipdcitos e células do
sistema imune sao os responsaveis pela indu¢cao do quadro de inflamagao crdnica e
resisténcia a insulina. A liberagdo de acidos graxos livres, o estresse celular e a
secrecao de quimiocinas e citocinas pro-inflamatérias (como MCP-1, TNF-a e IL-6)
por adipdcitos e macrofagos promovem a infiltragdo de leucdcitos no tecido adiposo
(ASTERHOLMET et al., 2014). Os mondcitos que migram para o tecido assumem o
fendtipo de macrofagos do tipo M1 (pro-inflamatorios), capazes de secretar mais
mediadores pro-inflamatdrios, que induzem a ativagédo da IKKpB (proteina quinase da
IkB) e da Jun-quinase (JNK), que irdo fosforilar o IRS (substrato do receptor de
insulina) em residuos de serina, levando a inibicdo da sinalizagdo da insulina e
promovendo a resisténcia a esse horménio (HOTAMISLIGIL et al., 1996; KANDA et
al., 2006; LUMENG et al., 2007). Como citado anteriormente, o recrutamento de
novos adipdcitos parece prevenir o surgimento dessas alteragbes, retardando o
aparecimento das complicagbes relacionadas a obesidade (GUSTAFSON et al.,
2015).

Outro aspecto importante do eixo de regulagao adipo-insular € que a leptina
também pode modular a resposta a insulina, embora os mecanismos envolvidos
neste efeito ainda sejam controversos. Foi relatado que a hiperleptinemia esta
correlacionada a resisténcia associada ao diabetes tipo 2 e diabetes gestacional
(KHAN; FLIER, 2000; KAUTZY-WILLER et al., 2001).

Além disso, a leptina, em concentragdes suprafisioldgicas, esta relacionada a
efeitos potencialmente prejudiciais para a saude cardiovascular, como estimulagéo
do estresse oxidativo, inducdo de reacao inflamatéria, estimulagdo da proliferagao
de células musculares lisas, hipertrofia miocardica e agregacao plaquetaria. A
hiperleptinemia contribui para patologias cardiovasculares em pacientes com
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sindrome metabdlica; evidenciando uma associacdo independente da obesidade
entre hiperleptinemia e hipertensdo, aterosclerose e insuficiéncia cardiaca que ja
foram observadas em muitos estudos clinicos, transversais e prospectivos (PAYNE;
TUNE; KNUDSON, 2014; BETOWSKI; JAMROZ-WISNIEWSKA, 2014; TROVATTI,
2014; KARMAZYN; RAJAPUROHITAM, 2014; DONG; REN, 2015).

Visto que o tecido adiposo se apresenta como um o6rgdo endocrino e
metabolicamente ativo, ressaltamos a importancia da sua localizagado na influéncia
dos processos fisiopatologicos na obesidade. Dentre os locais de depdsito, o tecido
adiposo perivascular (TAPV), localizado ao redor dos vasos sanguineos, influéncia
diretamente a funcdo vascular e participa do estabelecimento das doencas
cardiovasculares associadas a obesidade (GAO et al., 2007).

Tecido Adiposo Perivascular (TAPV)

Um dos primeiros artigos a observar a existéncia de uma camada de
adipocitos envolvendo os vasos, data de 1979. Neste estudo, lyama et al.
descrevem que, ja nos primeiros dias de vida de ratos, era possivel observar muitas
células adiposas se desenvolvendo na area imediatamente adjacente aos capilares
em crescimento (IYAMA; OHZONO; USUKU,1979).

O numero de pesquisas sobre esse tema vem crescendo e, atualmente,
sabemos que o TAPV esta localizado ao redor dos vasos sanguineos e encontra-se
ao exterior da camada adventicia vascular. Interessantemente, ele ndo apresenta
nenhuma estrutura laminar ou barreira que o separe da camada adventicia vascular,
podendo assim influenciar diretamente a fungcéo vascular (GAO et al., 2007), como
demonstrado no Quadro 2.

O TAPV é responsavel pela liberagdo de uma grande variedade de
substancias tais como: adipocinas (pro-inflamatérias: leptina, resistina e visfatina;
anti-inflamatdrias: adiponectina e adrenomedulina), citocinas e quimiocinas (IL-1, IL-
6, IL-8, TNF-a, MCP1, inibidor do ativador de plasminogénio-PAl1) (RAJSHEKER et
al., 2010), substéncias do sistema renina-angiotensina (angiotensina Il e
angiotensina 1-7) (GALVEZPRIETO et al., 2008) e moléculas gasosas 6xido nitrico -
NO, perdxido de hidrogénio-H202, anion superdxido-O-2, e sulfeto de hidrogénio-H2S)
(GAO et al., 2007). Adicionalmente, o TAPV pode expressar importantes complexos
tais como: receptores de adipocinas, proteina desacopladora 1 (UCP-1), receptor
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ativado por proliferadores de peroxissoma gama (PPAR-y), receptor 33 adrenérgico,
receptor de citocinas, receptor de angiotensina Il, enzima NADPH oxidase, 6xido
nitrico sintase endotelial (eNOS) (DASHWOOD et al., 2007) além de todas as
isoformas da superoxido desmutase (Cu/Zn-SOD, Mn-SOD e Ex-SOD),
lipoxigenases e metaloproteases (SZASZ; WEBB, 2012).

Em termos de classificacdo, o TAPV encontrado na aorta é considerado
tecido adiposo branco (TAB) e tecido adiposo marrom (TAM), porém se assemelha
muito mais com o TAM, por possuir células adiposas multiloculares, com um numero
abundante de mitocéndrias e expressao significativa de UCP-1 (FITZGIBBONS et
al., 2011; ARAUJO et al., 2015). Ja o TAPV mesentérico, € considerado TAB e pelas
suas caracteristicas, pode influenciar a regulagdo do ténus da artéria mesentérica e
da presséo arterial sistémica (GALVEZ et al., 2017; LOHN et al., 2002).

Durante muitos anos, o TAPV foi removido das artérias durante estudos in vitro,
a fim de simplificar as experiéncias em vasos sanguineos isolados. No entanto,
devido ao aumento de evidéncias do papel enddcrino do tecido adiposo e da ligagéo
intima com os vasos sanguineos, o interesse cientifico sobre o TAPV vem
aumentando exponencialmente (GALIC; OAKHILL; STEINBERG, 2010).

Quadro 2 - Interagdo do tecido adiposo
perivascular com vasos
sanguineos

\l T =~
R\ -

IL-8, MICP-1

Adiponectina, Leptina,
Citocinas, ROS

Endotélio FRDTA, Angll

FTEl:idD
Adiposo
~ Perivascular

Celulas »

musculares
lisas

Legenda: FRDTA — Fator de relaxamento derivado do
tecido adiposo; Ang Il — Angiotensina II; ROS
— espécies reativas de oxigénio; MCP-1 —
Proteina quimioatrante de mondcito; IL-8-
Interleucina -8;

Nota: Interagao do tecido adiposo perivascular com
a vasculatura, endotélio, células musculares,
células imunes e mediadores envolvidos. O
contato direto do TAPV e nos vasos
sanguineos

Fonte: Adaptado de Rick |. Meijer, et al., 2011
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Em 1991, Soltis e Cassis foram os primeiros a testar a hipétese que o TAPV
seria importante para a regulagao vascular. Eles demonstraram a presenca de uma
resposta diminuida a noradrenalina em artérias com o TAPV em comparagdo com
vasos onde o mesmo foi removido. Os autores atribuiram este efeito a grande rede
de inervacao no TAPV. Dez anos depois, o interesse pelo estudo do TAPV foi
renovado por Lohn et al. (2001). Eles demonstraram que a resposta vasocontratil
com angiotensina Il (Ang Il), serotonina, e fenilefrina foi maior, depois da remog¢ao do
TAPV. Além disso, esse efeito foi independente da formagédo de 6xido nitrico (NO).
Portanto, os autores concluiram que um “Fator de relaxamento derivado do
adventicio” (FRDA) foi liberado pelo TAPV.

Alguns anos depois, Gao et al. (2005) demostraram que o fator de
relaxamento é liberado pelo tecido adiposo e ndo pela tunica adventicia. Desta
forma, o FRDA passou a ser chamado de “Fator de relaxamento derivado do tecido
adiposo” (FRDTA). A Liberacao do FRDTA mostrou depender do calcio extracelular
podendo ser modulado por mudangas na concentragao de calcio no plasma in vivo,
podendo ser regulado por PKA (proteina quinase A), pelo canal de potassio
dependente de voltagem do musculo liso ou através de prostaglandinas
(DUBROVISKA, 2003). Estudos subsequentes confirmaram o papel de
vasorelaxaneto do TAPV em artérias internas toracicas e mamarias humanas (GAO,
2005; ARCHERET et al., 2003).

Os mecanismos de acdo do FRDTA ainda estdo sendo estudados, no
entanto, Gao et al. (2007) descreveram duas possiveis diferentes vias para explicar
a acao do TAPV no relaxamento no mesentério de ratos: uma via dependente do
endotélio, através da ativacdo dos canais de K+ e outra via independente do
endotélio, atuando através da liberacdo de oxido nitrico (VERLORHEN, 2004).
Varios estudos tanto in vitro como in vivo confirmaram o efeito anticontratil do TAPV,
mas, apesar de varios candidatos, a identidade do FRDTA ainda é desconhecida.

Na obesidade, a perda do efeito anti-contratil do TAPV ja foi bem descrita em
diversos modelos e condigdes (GAO et al., 2005) e esta situagado é agravada pela
sindrome metabdlica (FESUS et al., 2007). Como consequéncia, esse desequilibrio
que leva a uma predominancia de fatores vasoconstritores, juntamente com fatores
inflamatorios presentes na obesidade, podem explicar a ligagdo entre obesidade e
funcdo cardiovascular, levando a doencas cardiovasculares (FERNANDEZ-
ALFONSO et al., 2013).
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Doencgas cardiovasculares

Doengas cardiovasculares (DCV) s&o representadas por um grupo de
doengas que afetam o coragéo e os vasos sanguineos e, ha maioria das vezes, tém
como ponto em comum a aterosclerose (AMERICAN HEART ASSOCIATION, 2016).
As DCV sao responsaveis pela morte de 17,5 milhdes de pessoas por ano,
representando 31% de todas as mortes no mundo. Aproximadamente, 75% dessas
mortes ocorrem em paises de média e baixa renda, incluindo o Brasil, que tem
40,9% das mortes causadas por este grupo de doencas (QUADRO 3). Essas
doengas sé&o classificadas pela WHO como doengas ndo comunicaveis, ou seja,
doengas cronicas, as quais se desenvolvem de forma lenta e apresentam longa

duracao.
Quadro 3 - Distribuicao dos 6bitos no Brasil
20,6

O D. Cardiovasculares

@ Neoplasias

O Doengas respiratorias
O Diabetes mellitus

[0 Qutras doengas cronicas

23,3

Nota: Distribuigdo dos dbitos corrigidos por grupo de causas dentro do total de ébitos
por doengas cronicas nao transmissiveis (DCNT) no Brasil, em 2013.
Fonte: SIM/SVS/MS 2015

O numero expressivo de acometimentos das DCV se deve ao aumento da
expectativa de vida, a mudanca de habitos alimentares e comportamentais da
populacdo. Esses fatores sdo explicados pela mudanca socio-econémica mundial,
que provocou a chamada “transicdo epidemioldgica”, caracterizada pela diminuigao

da incidéncia de doencas infecto parasitarias e 0 aumento de manifestagcdes crénico-
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degenerativas como cancer, deméncia e DCV (AVEZUM et al., 2012; MENDOZA;
MIRANDA, 2017).

Os principais fatores responsaveis pelo desenvolvimento das DCV séao
habitos como tabagismo, sedentarismo e ma alimentacdo (consumo de alimentos
hipercaldricos, ricos em sal e pobres em fibras). Estes habitos podem levar ao
desenvolvimento de diabetes mellitus, hipercolesterolemia e hipertensdo, que
desencadeiam as doengas cerebrovasculares, cardiaca coronaria e periférica arterial
(CHOI et al., 2016; MCDERMOTT et al., 2016).

Dentre as complicagdes cardiovasculares, a hipertensao ja teve sua relagao
estabelecida com a obesidade desde 1967 (KANNEL et al., 1967), estudos
destacaram que aproximadamente 78% dos homens e 62% das mulheres com
obesidade sao hipertensos (BRAMLAGE, 2004; GARRISON, 1987). A progressao
de um fendtipo normotenso para hipertensivo resulta de uma combinacao de fatores
genéticos, ambientais, comportamentais e alimentares. A combinagao de obesidade
e hipertensdo leva a consequéncias importantes; em primeiro lugar, essa
combinagao € particularmente grave, pois a populagdo com obesidade e hipertenséo
apresenta alta morbidade e mortalidade por DCV, incluindo doenca coronariana,
insuficiéncia cardiaca congestiva, morte subita cardiaca, doenca renal crénica
(DRC), doencga renal em estagio terminal e acidente vascular cerebral (LANDSBERG
et al., 2013). Em segundo lugar, a obesidade aumenta o risco de hipertensao arterial
resistente ao tratamento, que requer multiplos medicamentos (JORDAN et al., 2012).
Além disso, em estudos populacionais, o ganho de peso futuro é significativamente
maior em pacientes com hipertensdo comparado a individuos normotensos,
indicando que a hipertensao, per se, contribui para o aumento do risco de obesidade
(KANNEL et al., 1967).

Disfuncao endotelial

Como ja descrito, a obesidade é um fator de risco para o desenvolvimento de
complicagbes cardiovasculares, dentre elas, a reatividade vascular parece ser

diretamente impactada pelo ganho de peso e mudangas no TAPV.
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Uma forma de definirmos a disfungdo endotelial € como uma alteragao
funcional reversivel da célula endotelial, que leva a prejuizos na disponibilidade de
oxido nitrico e a produgcdo de diversos mediadores com atividade bioldgica
(ANDERSSOHN et al., 2010). A obesidade € um fator de risco independente para o
desenvolvimento de disfuncédo endotelial. Em obesos graves, o estresse oxidativo e
a producao de marcadores inflamatérios estdo relacionados a obesidade abdominal
e sintese prejudicada de 6xido nitrico (NO) (CODONER-FRANCH et al., 2011) como
descrito no Quadro 4.

O equilibrio entre a sintese de NO e de espécies reativas de oxigénio (ROS) é
um fator determinante para o relaxamento vascular e o excesso de gordura corporal
tem sido fortemente associado ao aumento da sintese de ROS e espécies reativas
de nitrogénio (ERN), levando ao prejuizo a essa funcdo. Em individuos
extremamente obesos, a superexpressao da iINOS pode ser um dos possiveis
mecanismos para a formacado de NO+O~ (peroxinitrito) (LIN et al., 2007), da mesma
forma que em situacdes de sepse, por exemplo, 0 aumento da expressao de iINOS
leva ao excesso de NO, contribuindo para a formacgéo de peroxinitrito (WILLIAMS et
al., 2002). Além da producao de ROS, a partir do NOX2 (NADPH oxidase), levando
a oxidacdo de BHas (tetraidrobiopterina- cofator na sintese de NO) e ao
desacoplamento de eNOS (formacgéo de peroxinitrito pela eNOS pela auséncia de
BH4) (BITAR et al., 2005).

Visto que alteracdes na reatividade vascular, como a vasodilatacdo endotelial,
€ reduzida em 40% em individuos obesos (STEINBERGET et al., 1996), diversos
grupos de pesquisa buscam compreender melhor a fisiopatologia da obesidade e
sua relagdo com a disfungdo endotelial e doencas cardiovasculares, buscam
estratégias para a prevencdao e/ou tratamento dessa enfermidade e suas co-
morbidades. Uma das linhas de estudo que tem crescido e se tornado promissora

nesse sentido € a utilizagdo de acidos graxos nesse contexto.
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Quadro 4 — Mecanismo do efeito da dieta hiperlipidica de longa duragéo (HFD) na
disfuncéo endotelial

sanguineos TAPV
EUTROFIA
OBESIDADE
DANIFICACAO PROTECAO
peNOS N :
: NO \k W
 ecSOD : peNOS NOX
¢ total SOD NOX ; NO Superoxide
— Superoxide ; ecSOD . s H05
- H.0O, - _:' total SOD - ——
i* 22 i .

Legenda: TAPV — Tecido adiposo perivascular; NO - éxido nitrico; SOD — superéxido desmutase;
peNOS- eNOS 6éxido nitrico sintetase endotelial fosforilada;

Nota: Diagrama representativo com um possivel mecanismo que explica o efeito da dieta
hiperlipidica de longa duragéo (HFD) na disfungéo endotelial. A desregulagdo de adipocinas
no TAPV (aumento da liberagdo de leptina juntamente com niveis reduzidos de
adiponectina) leva a um aumento na atividade de NOX, mas uma redugéo na atividade total
da SOD e na expressao da e-SOD. Portanto, a obesidade induz um aumento dos niveis de
superoxido no TAPV. Adipocinas circulantes e derivadas de TAPV também podem levar a
um aumento da atividade de NOX e, consequentemente, aumentar os niveis de superoxido
e H202 na parede vascular. As adipocinas derivadas de TAPV também podem contribuir
para a redugdo da fosforilagdo da eNOS e, consequentemente, para a redugdo da
disponibilidade de NO, responsavel pela disfungdo endotelial agravada pelo superdxido
derivado do TAPV.

Fonte: Adaptado de GIL-ORTEGA et al., 2014.

Acidos graxos

Lipidios (gorduras e Oleos) sdo essenciais para mamiferos, incluindo
humanos (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION, 2010). A natureza
essencial dos lipideos foi identificada no inicio dos anos 1930 (BORR; BORR, 1930)
e na década de 1960, foi estabelecido que os seres humanos nao podem
biossintetizar dois acidos graxos poli-insaturados que foram considerados
essenciais, o acido linoleico (LA, 18:2 »-6) e acido a-linolénico (ALA, 18:3 -
3)(HANSEN et al.,1963), ou seja, o organismo humano precisa deles, mas ndo &

capaz de produzi-los. De forma mais abrangente, os acidos graxos podem ser
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divididos em acidos graxos saturados e insaturados, este ultimo, pode apresentar
uma ou mais duplas ligacbes na cadeia de carbonos. Os acidos graxos poli-
insaturados de cadeia longa (AGPIs) sdo moléculas com mais de 16 carbonos e
mais de uma dupla ligagdo. A localizagdo da dupla ligagao define o tipo de acido
graxo: Sera denominado 6mega-3, quando a dupla ligagao localizar-se no terceiro
carbono, iniciando-se a contagem pelo lado 6mega, ou seja, a partir da extremidade
oposta a carboxila (WOLFE,1982).

AGPIls, como o acido linoleico (LA) e acido a-linolénico (ALA) sdo importantes
para a fisiologia adequada em mamiferos (TVRDIK et al., 2000), sendo um grupo de
nutrientes criticos que modulam o desenvolvimento do cérebro e da cogni¢do, assim
como seu excesso ou falta estdo ligados a muitas doengas, como cancer, diabetes e
doencas cardiovasculares. Eles possuem essa fungdo por serem precursores de
eicosanoides, moduladores de base lipidica que regulam as respostas inflamatérias
e imunes através de atividades pro-inflamatérias e anti-inflamatdrias
(SIMOPOULOQOS, 2010).

Os acidos graxos essenciais contribuem para a regulagao de propriedades da
membrana como fluidez, flexibilidade, permeabilidade e modulacido de proteinas
ligadas @ membrana. Quando sdo incorporados aos fosfolipidios das membranas
celulares, torna-as mais fluidas, o que pode levar ao, aumento do numero de
receptores e, consequentemente, a afinidade por seus respectivos ligantes. Além
disso, os acidos graxos essenciais sdo precursores de mediadores lipidicos
envolvidos na inflamagao, quimiotaxia, permeabilidade vascular e vasoconstricao
(TENG et al., 2014). Esses mediadores podem ter propriedades proé-inflamatorias,
anti-inflamatdrias e pro-resolutivos (SERHAN, 2014).

Em humanos, a sintese de AGP|I nao essenciais € realizada por
dessaturases, enzimas responsaveis pelo metabolismo de acidos graxos
(MARQUARDT et al., 2000). Apds a ingestdo de acido linoleico (LA, 18:2 »-6) e
acido a-linolénico (ALA, 18:3w-3), a enzima delta-6 dessaturase converte LA em
acido araquidénico (AA, 20:0) ou ALA em acido docosaexaenoico (DHA, 22:6n-3) e
acido eicosapentaenoico (EPA, 20:5 n-3), responsaveis pela produgdo dos

intermediarios lipidicos da inflamagéo (Quadro 5).
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Quadro 5 — Metabolismo dos acidos graxos essenciais e formagéo de mediadores
lipidicos pro inflamatoérios e pro resolutivos

TxE, — Inativo

()

TxA; —= Tromboxano
M

= Acido
COX-1 Acido A Te o Cocosahexaendico
PGE; < ...:.x. S sraculdanico —12-LO0X —> 12-HETE Eicosapentandico
COX-2 af < (EPA) (CHA)
T, G lox  15-LOX—>15-HETE [ ™\
g e e 18-HEPE 1510 12-10X ou
. l | ¥ 15-L0X tipo |
£ S-LOX 17(5)-HOHA<— 17-HpDHA
Sl N N
1 LXE, RvE, RvE, RvDy-RvDy nNeoL W
14-HpUHA->14-HDHA
Leucotrienos Lipoxinas Resolvinas- Resolvinas- Maresinas
sérieE sérieD

Legenda: TX: tromboxano; COX: ciclooxigenase, PG: prostaglandinas; LOX: lipoxigenase; LX:
lipoxinas; LT: leucotrienos; HETE: acido hidroxiicosatetraendico; Rv: resolvinas; HDHA:
acido hidroxidocosahexaenosico; NPD+: neuroprotectina D1.

Nota: Sintese de mediadores lipidicos pré-inflamatérios e proé-resolutivos, a partir do acido
araquidénico, acido eicosapentaendico e acido docosahexaendico

Fonte: Adaptado de PILLAI et al., 2012

A absorgao de ALA no intestino e sua liberagdo na corrente sanguinea parece
ser eficiente em pessoas saudaveis. Em um estudo, apds a ingestdo de uma unica
refeicdo contendo acidos graxos marcados, as concentragdes dentro da fragao
triacilglicerol (TAG) dos quilomicrons foram medidas e os resultados indicaram
absorcédo e liberacdo de acido oleico (18:1w-9), LA e ALA (EMKEN; ADLOF,;
GULLEY, 1994), sugerindo que a biodisponibilidade de ALA de uma refeicdo €&
comparavel a de outros acidos graxos insaturados. Em outro estudo, pacientes com
ileostomia foram alimentados com 100 g 6leo de linhacga, o ALA foi absorvido com
98% de eficiéncia (SAUNDERS; SILLERY, 1988).

Dentre os AGPI o 3, o ALA é o mais abundante no tecido adiposo humano,
sendo responsavel por aproximadamente 1% do total de acidos graxos, enquanto ha
apenas vestigios de DHA e EPA (ANDERSEN et al.,, 1999; HOUWELINGEN;
STOCKBRUGGER; BRUMMER, 1999), demonstrando que ndo necessariamente o
ALA deve ser utilizado para a sintese de EPA e DHA, podendo ser oxidado ou
armazenado no tecido adiposo (BAKER et al., 2016).

Esta conversdo de ALA em EPA e DHA é controversa, varias questdes ainda
nao estdo resolvidas em relagdo aos estudos de rastreamento, incluindo:

padronizac¢ao, quantificagdo e qual pool lipidico deve ser usado como uma medida
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do metabolismo dos acidos graxos (BAKER et al., 2016). A competicdo metabdlica
existente entre LA e ALA pode influenciar a conversdao de ALA em EPA e DHA e
outros intermediarios (CHAN et al., 1993).

Alguns estudos sugerem que apenas 4% do ALA ingerido seja convertido em
DHA (EMKEN; ADLOF; GULLEY, 1994), outros que essa taxa de conversao seria
bem inferior, em torno de 0,13% para EPA e 0,05% para DHA (PAWLOSKY et al.,
2001). Ja Burdge et al. (2002) afirmam que essa taxa de conversdo pode ser
influenciada pelo género, sendo de 21% para mulheres e 8% em homens para EPA
e 9% e 6% para DHA, respectivamente (BURDGE; WOOTTON, 2002; BURDGE;
JONES; WOOTTON, 2002). Ja Goyens et al. (2006) afirmam que a conversao de
ALA em EPA é de aproximadamente 12% e 1% para DHA (GOYENS et al., 2006).
Vale ressaltar que independente da taxa de conversdo, apos a ingestdo de ALA,
ocorre um aumento de aproximadamente 23% de EPA no plasma (LIN et al., 2010).

Devemos enfatizar que a relagdo o 6/ 3 € o fator determinante para a
sintese e a agao desses mediadores, portanto a acdo do ALA no organismo nao
depende exclusivamente de sua conversdo para EPA ou DHA (POUDYAL et al.,
2013).

Ao longo das ultimas trés décadas, o consumo de dietas com proporgao de
w6/ 3 passou de 1:1 para 20:1 (SIMOPOULQOS, 2016). Infelizmente, a dieta
ocidental tende a ser deficiente em ®-3 e, as ultimas recomendacdes sao de uma
relacdo 1:4 (MOLENDI-COSTE; LEGRY; LECLERCQ, 2011). Altas proporgcbes de
w6:m3 promovem a inflamagao e a ocorréncia de muitas doencgas, incluindo doencas
cardiovasculares, cancer e doencgas autoimunes (VERGROESEN, 1972; KREMER,
1996; SAINI; KEUM, 2018; SCAIOLI; LIVERANI; BELLUZZ, 2017).

O EPA e o DHA podem ser obtidos exclusivamente de alimentos de origem
animal, sendo os frutos do mar a principal fonte alimentar destes acidos graxos. Por
sua vez, o ALA é encontrado em fontes vegetais, como 6leo e as sementes de chia
e linhaca. O ALA, é essencial para o crescimento e o desenvolvimento normais e
pode desempenhar um papel importante na prevencao e tratamento da doenca
arterial coronariana, hipertensao, diabetes, artrite e outras doencas inflamatérias e
imunes (BREANNE; DAVID, 2009).

Os estudos de suplementacdo com ALA desmonstram o aumento

principalmente de EPA em varios tecidos, mas as respostas fisiolégicas induzidas
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por ALA, sao diferentes das induzidas diretamente por EPA e DHA, em especial nos
casos de obesidade. Um estudo utilizando a suplementagdo com EPA, DHA e ALA
em animais com sindrome metabdlica induzida por dieta rica em gorduras e
carboidratos, observou que o ALA ndo alterou a gordura corporal total, mas
promoveu uma redistribuicdo lipidica da area abdominal, melhorou a tolerancia a
glicose e a sensibilidade a insulina, atenuou a dislipidemia e melhorou parametros
cardiovasculares. A suplementacdgo com EPA e DHA apresentou resultados
similares, no entanto, ndo melhorou a tolerancia a glicose. Poudyal et al. concluem
em seu estudo que as respostas de ALA na sindrome metabdlica sao independentes
da sua conversao em EPA e DHA (POUDYAL et al., 2013).

Além disso, Ibrahim et al. (2005) mostraram que a substituicdo de um tergo de
18:2 w-6 por 18:3 »-3 na dieta de animais alimentados com sacarose resultou em
niveis baixos de lipidios no sangue e aumento da sensibilidade a insulina periférica.

Outros estudos ja demonstraram que apds a suplementagao de ALA, foram
observados altos niveis de EPA e DHA no cérebro, retina, coracdo e figado de
roedores (ABEDIN et al., 1999). Inclusive, a suplementacdo de ALA na dieta
materna, levou ao aumento de conteudo de ALA no leite materno, levando ao
aumento do conteudo de ALA na pele e na gordura epididimal dos filhotes (BOWEN
et al., 2000).

Mecanismos de ag¢ao dos acidos graxos

Um dos principais mecanismos para agao dos acidos graxos o 3 é através da
proteina GPR120 (FFAR 4), um receptor acoplado a proteina G (GPCR) sensivel a
lipideos ndo saturados de cadeia longa descrito por Fredriksson et al. (2003). Desde
entdo, varios trabalhos ja demonstraram que o GPR120 possui um papel critico em
varios mecanismos fisioldgicos da homeostase, como adipogénese, regulagado do
apetite e preferéncia alimentar (HIRASAWA et al., 2005; STENBERG et al., 2005;
GOTOH et al., 2007; MIYAUCHI et al., 2009; YAMADA et al., 2017).

Em relagdo aos mecanismos de agao, ja foi descrito que GPR120 acoplado a
Gaq / 11 (subunidade da proteina G) induz um aumento na concentragao

intracelular de calcio [Ca2 +] e a fosforilagdo da cascata ERK1 / 2 (HUDSON et al.,
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2013; HIRASAWA et al., 2005). Outro trabalho demonstrou que no tecido adiposo
branco de camundongos GPR120- - n&o ocorre a fosforilagdo de AKT (p-AKT)
(ICHIMURA et al., 2012). O GPR120 também desempenha um papel na melhora da
resisténcia a insulina, tanto em 3T3-L1, quanto no tecido adiposo primario, onde,
através do acoplamento a proteina Gaq / 11, promove a ativacdo da via PI3K / Akt,
desencadeando a translocacdo de GLUT4 para a membrana celular (OH DY et al.,
2010). Em outro estudo, um agonista GPR120, “composto A” (cpdA), melhorou a
intolerancia a glicose e reduziu a hiperinsulinemia em camundongos obesos (OH
DY et al., 2014).

Por outro lado, niveis elevados de GPR120 também sido observados em
camundongos submetidos a dieta hiperlipidica (GOTOH et al., 2007). Neste
contexto, outro trabalho demonstrou que apesar de existir uma maior expressio de
GPR120 no tecido adiposo de obesos comparados a eutroéficos, foi observada uma
mutacao deletéria (p.R270H), que inibe a sinalizagdo do GPR120 impedindo seus
efeitos na sensibilizagdo da insulina e na diminuigdo da inflamagéao (ICHIMURA et
al., 2012).

Ja foi descrito uma relacao entre a inflamacao e a expressao de GPR120. Em
um estudo in vitro com adipécitos humanos incubados com TNF-a ou IL1-B foi
observada uma diminuicdo na expressao génica de GPR120 (MUREDDA, 2018).
Em outro estudo, o silenciamento do gene GPR120 em adipdcitos humanos isolados
de individuos obesos e eutrdficos e, o posterior tratamento dessas células com
diferentes tipos de 6mega 3 ndo promoveu uma resposta anti-inflamatéria como
esperado (RODRIGUES-PACHECO et al.,, 2016). Corroborando esses dados,
camundongos deficientes em GPR120 alimentados com dieta hiperlipidica foram
resistentes aos efeitos do AGPI o3 logo, ndo apresentaram reducao da inflamacéao e
da infiltragdo de macréfagos no tecido adiposo (OH et al., 2011). De acordo com
esses achados, o GPR120 é considerado um importante ponto de integragao entre o
metabolismo e a inflamacéo.

Um outro parametro inflamatério foi estudo por Cintra et al., 2012, em um
estudo onde demonstraram que o GPR120 ativa a transducao de sinal através da [3-
arrestina 2 / TAB1 (mediador da dessensibilizacdo e endocitose do receptor
acoplado a proteina G), que desliga as vias inflamatérias TLR4 e TNF, esses efeitos
foram reproduzidos no hipotalamo de ratos obesos. Este mesmo estudo demonstrou

que o GRP120 é expresso em neurbnios (NPY neuropepideo Y — envolvido na
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sinalizacao de fome/saciedade) e como o NPY é inibido em resposta a leptina e, é
possivel que com a estimulacdo de acidos graxos nao saturados, o GPR120
presente nos neurénios do NPY possa desempenhar um papel no restabelecimento

da acéao da leptina.

Salvia Hispanica L. — CHIA

A Chia (Salvia hispanica L.) € uma semente pertencente a familia Labiate,
que compde a alimentacdo humana desde 1500 a.C (CAHILL, 2003; AYERZA,
COATES, 2008). Originaria do México e da Quatemala, a chia era, incialmente,
muito utilizada pelos astecas e maias. Para os astecas, a chia era oferecida aos
deuses durante as ceriménias religiosas (AYERZA; COATES, 2005). Ja no periodo
pré-colombiano era um dos principais alimentos basicos utilizados pelas civilizagbes
que habitavam a América Central, ficando atras apenas do milho e do feijao
(AYERZA; COATES, 2004). Em 1552, a semente de chia é relatada em um manual
de plantas Asteca, como tendo propriedades medicinais (DE LA CRUZ, 1940).

Atualmente, o cultivo comercial da chia se da na Australia, Bolivia,
Colémbia, Guatemala, México, Peru e Argentina (BUSILACCHIET et al., 2013) e,
apesar de limitada, a chia ja é cultivada no Brasil (MIGLIAVACCA et al., 2014).

Com o aumento no numero de estudos, a ciéncia classificou a chia como
uma oleaginosa, fonte de acidos graxos -3, proteinas, fibras, vitaminas, minerais e
antioxidantes (CAHILL, 2003) e as sementes de chia sdao amplamente utilizadas
para a extracdo de compostos bioativos utilizados para o desenvolvimento de
alimentos funcionais. O 6leo da semente de chia possui um alto teor de AGPI ®3
(ALA), que representa cerca de 67% do seu total de acidos graxos. Por isso a chia é
considerada a mais rica fonte alimentar vegetal deste acido graxo, mostrando - se
uma excelente alternativa desses lipideos, como demonstrado no QUADRO 6
(AYERZA et al., 2008; IXTAINA, 2011).

Atualmente, o o6leo de chia é utilizado na formulacdo da maioria dos
suplementos de AGPI »-3 (AHMED et al., 2006; BELTRAN-OROZCO; ROMERO,
2003).
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Quadro 6 — Formas de apresentacéo da Salvia hispanica
L. e composi¢cado de seu oleo

Apresentagoes da Salvia hispanica L. (Chia)

Composic¢io do Oleo de Chia

_ 4%
5 W C16: 0- Ac. Palmitico
i C18: 0 - Ac. Estearico

ki C18: 1 - Ac. Oleico (w9)

i C18: 2 - Ac. Linoleico (w6)

11 C18: 3 - Ac. Linolénico (w3)

Legenda: Apresentagbes da Salvia hispanica L: relativas a planta
(esquerda superior), semente (direita superior), semente em
maior aumento (esquerda inferior) e capsulas (direita
inferior). Composicdo do o6leo de chia: 67% de Ac.
Linolénico (ALA — w3); 18% de Ac. Linoleico (LA- w6); 5%
de Ac. Oleico (w9); 4% de Ac. Estearico (saturado); 6% de
Ac. Palmitico (saturado).

Fonte: Adaptado de IXTAINA et al., 2011.

Os primeiros artigos sobre a utilizagdo da chia foram publicados no inicio dos
anos 2000 e estudavam o uso da semente de chia na ragdo animal como uma
alternativa para melhorar o perfil lipidico de ovos (AYERZA; COATES, 2002), a
carne de galinhas (AYERZA; LAURIA, 2002) e no crescimento e no perfil de acidos
graxos na carcaga de coelhos (PEIRETTI; MEINERI, 2008). Nestes estudos, a

suplementagdo com a semente de chia foi capaz de melhorar o perfil lipidico (dos

ovos e carcagas), com o0 aumento de ALA, EPA e DHA.
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Recentemente, foi mostrado que o consumo de 6leo de chia por mulheres
durante o ultimo trimestre de gravidez e os primeiros trés meses de lactagao
aumenta o teor de DHA no leite materno (VALENZUELAET et al., 2015). Outro
estudo demonstrou o efeito inibitdério do extrato da semente da chia sobre a
producdo de melanina por melandcitos in vitro (DIWAKARET et al., 2014). Além
disso, 0 uso do d6leo de chia como um agente hidratante aliviou o prurido em
pacientes com doenga renal terminal e em pessoas saudaveis. (JEONGET et al.,
2010). Também ja foi descrito que o tratamento com 6leo de chia em animais com
adenocarcinoma mamario reduziu a produgcdao de mediadores lipidicos pro-
inflamatorios, diminuiu o peso do tumor € o numero de metastases (ESPADA et al.,
2007).

No quadro de obesidade e de Sindrome metabdlica, os estudos com a chia
vem buscando associar o0 seu uso com possiveis melhorias dos quadros clinicos.

A grande maioria desses estudos foram realizados com a semente da chia
que, apesar de rica em ALA, possui um alto teor de fibras, o que reduz a absorg¢ao
dos acidos graxos presentes na semente. Ja foi observado que a introducdo de
sementes de chia na dieta reduziu o indice glicémico, atenuou dislipidemias e ainda
auxiliou na perda de peso (WANG et al., 2016). Dentre os estudos com a semente
da chia que avaliaram o metabolismo de glicose, Oliva et al. (2013) mostraram que
ratos Wistar alimentados com dieta rica em gordura e agucar, ao receberem
tratamento com sementes de chia obtiveram melhora na secrecao de insulina,
ativagao da glicogénio sintase, aumento da glicose-6-fosfato, inducdo da expresséao
de GLUT4 no musculo e melhora da dislipidemia.

Outro estudo demonstrou, através de clampeamento euglicémico, uma
melhora da resisténcia a insulina apds a suplementagao com a semente de chia em
ratos com dislipidemia provocada por dieta rica em agucar e gordura (CHICCO et al.,
2009). A suplementacdo com a semente de chia em camundongos induziu um
aumento da expressdo de enzimas chave na lipogénese de novo, de PPARa e da
enzima carnitinapalmitol transferase1 (CPT1), que transporta acidos graxos livres,
levando a reducéao da dislipidemia e da esteatose hepatica (ROSSI et al., 2013).

Poucos estudos avaliaram os efeitos da semente da chia em humanos.
Destacam-se os estudos de Nieman et al. (2009, 2012) que mostraram que o
consumo de semente de chia ndo promoveu perda de peso ou alterou fatores de

risco em adultos com sobrepeso (NIEMAN et al., 2009). Além disso, demonstraram



37

ainda que a ingestao de 25 g de semente de chia durante 10 semanas por mulheres
com sobrepeso, levou ao aumento dos niveis plasmaticos de ALA e EPA, nao
influenciando porém, parametros inflamatérios ou metabdlicos. Em concordancia, foi
mostrado que o consumo da semente de chia por mulheres em pds-menopausa
aumentou os niveis plasmaticos de ALA e EPA (JIN et al., 2012).

A farinha da semente de chia também tem sido utilizada como suplemento
alimentar e, um estudo recente mostrou sua eficacia na reducido da pressao arterial
em individuos hipertensos (TOSCANO et al., 2014).

Os estudos com o 6leo da semente de chia sdo mais escassos, porém
promissores. Ja foi demonstrado em roedores eutréficos que a suplementagdo com
6leo de chia aumentou a conversdo de AGPIl 3 em diversos tecidos (VALENZUELA
et al., 2014).

Em camundongos obesos, a suplementagdo com éleo de chia promoveu um
aumento da expressao de heatshockproteins (HSP) e do Co-ativador do receptor
ativado por peroxissoma alfa (PGC-1a) no musculo esquelético, além de melhorar a
tolerancia a glicose (MARINELI et al., 2014). Os autores relatam uma melhora do
metabolismo da glicose, porém os mecanismos moleculares envolvidos nessa
melhora ainda nao haviam sido elucidados.

Recentemente, nosso grupo demonstrou que camundongos obesos
suplementados com 6leo de chia por 45 dias obtiveram melhora significativa da
resisténcia a insulina, devido ao restabelecimento da sinalizagcdo e da captacéao de
glicose no musculo esquelético, através do aumento da fosforilagdo Substrato do
receptor de insulina (IRS-1) e proteina quinase B (AKT) e da translocagdo do
Transportador de glicose 4 (GLUT4) do citosol para a membrana; além da
diminuicdo nos niveis séricos de triglicerideos e aumento de HDL-colesterol
(FONTE-FARIA et al., 2019).

Apesar dos estudos escassos com Oleo de chia, a literatura vem
demonstrando um papel positivo da utilizagédo do 6mega- 3 na prevengao e controle
de doencgas cardiovasculares. Em 1970, os primeiros estudos epidemiologicos
associaram seu consumo com a diminuicdo de infarto do miocardio (BANG;
DYERBERG; NIELSEN, 1971; BANG; DYERBERG, 1972; DYERBERG; BANG;
HJORNE, 1975; O’KEEFE; HARRIS, 2000; HARRIS et al., 2009) e hoje, seu
consumo €& recomendado pelo National Institute of Health (NIH), dentre outras

instituicdes, que consideram a ingestdo de ALA importante em todas as fases da
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vida, devido os seus beneficios sobre a saude cardiovascular, com indicagcado de
consumo de 1,1g para mulheres e 1,6 g para homens em idade adulta. Salientamos
que nao sao consideradas recomendacgdes de EPA ou DHA, visto que o ALA € o
unico essencial e os demais podem ser formados endogenamente através dele
(INSTITUTE OF MEDICINE, FOOD AND NUTRITION BOARD, 2005).

Considerando que a obesidade é o principal fator de risco para o
desenvolvimento de DCV e que o tratamento da obesidade & baseado na
modificacdo dos habitos de vida, relacionados com orientagdes nutricionais para
diminuir o consumo de calorias na alimentagao e exercicios para aumentar o gasto
caldrico, e o tratamento farmacolégico € apenas um adjuvante neste cenario a
Associacao Brasileira de Estudos da Obesidade (ABESO, 2016) sdo necessarias
alternativas mais eficazes para o controle e tratamento da doenca.

Assim, consideramos que o estimulo a ingestdo de dmega 3 através do
consumo de alimentos fonte deste nutriente e de suplementos parece uma
estratégia promissora para prevencgao e controle de agravos a saude causados por

doencas metabdlicas.



39

1 JUSTIFICATIVA E OBJETIVO GERAL

A obesidade estd altamente associada ao desenvolvimento de doencas
cardiovasculares (DCV), uma vez que os principais fatores de risco para o
estabelecimento dessas doengas incluem: aumento da adiposidade visceral,
hipertensdo, hiperglicemia, dislipidemia e resisténcia a insulina, caracteristicas
comuns a obesidade. Sabe-se que a expansao anormal do tecido adiposo durante a
obesidade é consequéncia de um desbalanco entre a hiperplasia e a hipertrofia de
adipocitos, levando ao acumulo ectdpico de gordura, o qual contribui para o
estabelecimento de um quadro inflamatoério no tecido adiposo. Dentre os locais onde
esse excesso de calorias sob a forma de gordura se acumula, destaca-se o tecido
adiposo perivascular (TAPV). A expansao e a inflamagdo do TAPV tém sido
implicadas no desenvolvimento da disfuncao endotelial, aterosclerose e resisténcia a
insulina na obesidade, contudo, apesar de diversas evidéncias clinicas e
epidemioldgicas, ainda n&o estdo claros quais os mecanismos envolvidos na
expansao do TAPV durante a obesidade que contribuem na patogénese das DCV.
Destacamos ainda, o papel positivo dos acidos graxos poli-insaturados w3 nas

alteragdes metabdlicas associadas a obesidade.

1.1 Objetivo

Com base na experiéncia do nosso grupo no estudo dos mecanismos
moleculares e funcionais que regulam a adipogénese e no papel da suplementagao
com OLEO DE CHIA na melhora da sensibilidade & insulina e no remodelamento do
tecido adiposo durante a obesidade, tendo em vista o papel da expansao do tecido
adiposo perivascular para o desenvolvimento das DCV, nosso objetivo nesse estudo
€: avaliar os efeitos da suplementacdo dietética com o6leo de chia sobre as
alteragdes metabdlicas e vasculares decorrentes da obesidade induzida por dieta

hiperlipidica em modelo animal.
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1.2 Objetivos especificos

Em animais submetidos a um modelo de obesidade induzida por dieta
hiperlipidica e, posteriormente, submetidos a suplementacao dietética com o6leo de
chia, pretendemos:

a) avaliar a pressdo arterial sistolica e diastdlica e a frequéncia
cardiaca dos animais, ao longo do periodo experimental;

b) avaliar a reatividade vascular (resposta vasodilatadora e
vasoconstritora) no leito arterial mesentérico isolado dos animais;

c) identificar o papel da suplementagéo dietética com oleo de chia nas
alteracbes morfologicas e funcionais do TAPV mesentérico

induzidas pela obesidade;
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2 METODOLOGIA

Todos os procedimentos animais utilizados neste estudo foram realizados de
acordo com o Comité de utilizagdo e tratamento animal do Instituto de Biologia da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro (Protocolo n® CEUA24/2017).

2.1 Modelo experimental de Obesidade induzida por dieta hiperlipidica:

Oitenta camundongos C57BI/6J machos com 21 dias de vida, provenientes da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG, Belo Horizonte, MG), foram mantidos
no biotério do Departamento de Farmacologia e Psicobiologia da UERJ, sob
condigbes controladas de ciclos claro/escuro de 12 por 12 horas, 60% de umidade,
temperatura ambiente de 23 £ 1°C e livre acesso a ragdo e agua.

Inicialmente, os animais foram divididos em dois grupos (40 animais por
grupo): grupo controle (grupo C) que recebeu dieta normocaldrica e grupo obeso
(grupo H) que recebeu dieta hiperlipidica (45% Kcal provenientes de lipideos), do
21° ao 90° dia de vida. Aos 90 dias, esses grupos foram subdivididos em quatro
grupos (20 animais por grupo): grupo controle (grupo C), os animais continuaram
recebendo a dieta normocaldrica do 90° ao 135° dia de vida; grupo controle com
suplementagcdo de oleo de chia (grupo CC) : Os animais receberam a dieta
normocaldrica suplementada com 6leo de chia (1,5% m/m) do 90° ao 135° dia de
vida; grupo obeso (grupo H), os animais continuaram recebendo a dieta hiperlipidica
do 90° ao 135° dia de vida e; grupo obeso com suplementagcdo de 6leo de chia
(grupo HC), os animais receberam a dieta hiperlipidica suplementada com dleo de
chia (1,5% m/m) do 90° ao 135° dia de vida. A composicao das dietas esta descrita
na Tabela 1 e 2. O peso corporal e a ingestao alimentar dos animais foram aferidos
semanalmente. O esquema de dietas e suplementacdo dos animais esta

demonstrado no Quadro 7.



Tabela 1 — Composi¢ao das dietas (g/100g)
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INGREDIENTES C CcC H HC
Amido de Milho 39 39 18,5 18,5
Dextrose 13,2 13,2 6,1 6,1
Caseina 20 20 20 20
Sacarose 10 10 10 10
Oleo de Soja 7 7 7 7
Celulose 5 5 5 5
Minerais 3,5 3,5 3,5 3,5
Vitaminas 1 1 1 1
Cistina 0,3 0,3 0,3 0,3
Colina 0,25 0,25 0,25 0,25
Banha 0 0 13,3 13,3
Oleo de Chia 0 1,5 0 1,5
Carboidratos 63 63 34 34
Proteinas 20 20 20 20
Lipideos 7 8,5 20,2 21,7
Energia (kcal/g) 3,96 4,09 4,73 4,81

Nota: Ingredientes: caseina, amido, amido dextrinizado, sacarose, 6leo de soja, celulose,
mix de minerais, mix de vitaminas, cistina e colina (banha e dleo de soja).

Fonte: A autora, 2019.

Tabela 2- Composig¢ao de acidos graxos da dieta (g/100g de dieta)

ACIDOS GRAXOS C CC H HC
Palmitico (16:0) 0,75 0,84 3,46 3,55
Estearico (18:0) 0,23 0,28 1,67 1,72
Oléico (18:1- w9) 1,6 1,69 6,76 6,85
Linoléico (18:2-w6) 3,76 4,05 6,34 6,63
Linolénico (18:3-w3) 0,4 1,37 0,55 1,52
AGS 1,06 1,2 6,31 6,45
AGPI 4,2 5,42 12,14 13,36
w-6:w3 9,4 2,95 11,52 4,36

Fonte: A autora, 2019.
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Quadro 7 — Modelo experimental de indugdo de obesidade e posterior
suplementacdo com 6leo de chia

Ve
F

.
LY
\

[
Dia 0 21 135
Lactagdo
GFUPO C Dieta Controle
I\
\ Desmame Eutanasia _/”
Dia 0 21 %0 135
Lactacdo 69dios
Grupo CC Dieta Controle Dieta Controle
Suplementada
com Oleo de Chia
1,5% m/m
Desmame Tratamento Eutanasia
' \
' Dia 0 21 135
Lactacdo
Grupo H Dieta Hiperlipidica
'\ Desmame Eutanasia
S _
Dia 0 21 90 135 \
Lactagdo i e B - 2L i
Grupo HC : —
Dieta Hiperlipidica Dieta Hiperlipidica
Suplementada
com Oleo de Chia
1,5% m/m .
Desmame Tratamento Eutanasia /

Fonte: A autora, 2019.

2.2 Analise da composigao corporal:

A analise da composicdo corporal foi realizada por ressonancia nuclear
magnética (RNM). Os camundongos foram analisados utilizando o analisador de
composicdo corporal para animais de pequeno porte (Minuspec LF90 TD-NMR de
Bruker’s, Massachusetts, EUA). O instrumento foi calibrado para esses estudos
usando varreduras de RNM e dados de composigdo quimica de 10 camundongos

(faixa de peso corporal entre 25 e 35 g). No dia do teste, uma verificagao de controle
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de qualidade de tensdes internas, temperatura, magnetos e parametros do aparelho
de RMN foi realizada usando um padrao fornecido pelo fabricante.

Os dados de idade (em dias) e peso (em gramas) do animal foram inseridos
no Software e, imediatamente, os animais foram colocados num cilindro de plastico
transparente (50 mm de didmetro) e mantidos iméveis por insergdo de um émbolo
de encaixe no cilindro (sem necessidade de anestesia-los). O tubo foi entdo baixado
para a camara de amostra do instrumento por aproximadamente 2 minutos, a
duracao do exame. O Software do equipamento fornece os dados de fluidos, massa

magra e massa gorda, ja calculados em fungao do peso individual do animal.

2.3 Mensuracgao da pressao arterial e da frequéncia cardiaca

Os animais foram treinados por duas semanas antes do periodo experimental,
para minimizar o estresse durante a medida da presséo arterial. Posteriormente, a
pressao arterial sistélica, diastélica e a frequéncia cardiaca foram mensurados
semanalmente, através do método nao invasivo de pletismografia da artéria caudal,
utilizando o sistema de pressao para camundongos e ratos CODA (KENT Scientific
CO., Connecticut, USA). Os dados representam a média de trés afericbes em cada
momento

2.4 Teste de Tolerancia a Glicose

Para avaliar a tolerancia a glicose, o teste de toleréncia a glicose (TTG) foi
realizado apds, aproximadamente, 6h de jejum. A glicemia de jejum foi avaliada pela
coleta de uma gota de sangue apds secg¢do caudal. A seguir, foi realizada a injegéo
intraperitoneal de glicose na proporcao de 2 g/kg de peso/animal. Foram realizadas
subsequentes verificagdes da glicemia, aos 30, 60, 90 e 120 minutos apds a
administracdo da glicose. Todas as aliquotas foram analisadas pelo aparato e
glicofitas AccuCheck Active, Roche®.
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2.5 Teste de Tolerancia a Insulina

Para avaliar a resposta a insulina, o teste de toleréncia a insulina (TTI) foi
realizado apds, aproximadamente, 6h de jejum, aos 128 dias de vida. A glicemia de
jejum foi avaliada pela coleta de uma gota de sangue apds secgao caudal. A seguir,
foi realizada a injecao intraperitoneal de insulina 0,5U por kg de peso/animal. Foram
realizadas subsequentes verificagdes da glicemia, aos 15, 30, 45, 60 e 120 minutos
apo6s a administracdo da glicose. Todas as aliquotas foram analisadas pelo aparato

e glicofitas AccuCheck Active, Roche®.

2.6 Coleta de Sangue

Aos 135 dias, os animais foram mantidos em jejum por aproximadamente 8
horas e anestesiados com quetamina (50 mg/kg) e xilazina (20 mg/kg). O sangue
arterial foi coletado através de puncao cardiaca com o auxilio de seringa e agulha
contendo anticoagulante (EDTA 5% em PBS estéril). Apds a coleta, o sangue foi
centrifugado em tubos de ensaio a 3000 rpm por 10 minutos e o plasma foi coletado,

aliquotado e estocado em freezer -80°C para futuras analises.

2.7 Ensaio de reatividade vascular

2.7.1 Isolamento do leito arterial mesentérico (LAM) de camundongos:

Aos 135 dias de vida, os camundongos foram anestesiados
intraperitonealmente com tiopental (50 mg/kg) para a coleta de sangue arterial
através da pungao cardiaca e, em seguida submetidos a laparotomia. O LAM foi
estendido para o exterior da cavidade abdominal e envolto em gaze umedecida com
solucao nutriente de Krebs modificada (g/L), NaCl 1 M, KCI 0,5 M, CaCl2.2H20 0,5
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M, MgS0O4 0,1 M, KH2PO4 0,1 M, NaHCO3 1,86 g, C6H1206 1,42 g (Resende et
al., 1997). Os ramos pancreatico-duodenal, ileo-célico e cdlico direito da artéria
mesentérica superior foram ligados e seccionados. O intestino delgado foi ligado e
seccionado a altura do jejuno proximal e do ileo distal. A artéria mesentérica superior
foi isolada na sua origem, a altura da artéria aorta abdominal e canulada com um
tubo de polietieno (PE 10; Clay-Adams), de aproximadamente 1 cm de
comprimento, preenchida com solugdo de Krebs heparinizada. Em seguida, o
intestino delgado foi separado do leito vascular, cortando-se rente a borda intestinal,

€ a preparacao lavada com solugao de Krebs modificada.

2.7.2 Medida da reatividade do LAM a substancias vasoativas

ApOs o isolamento, a preparagao vascular foi colocada em uma cuba (volume
de 10 mL) e constantemente perfundida por meio da cénula inserida na artéria
mesentérica superior que foi conectada a uma bomba peristaltica (Model MINIPULS
3, Gilson®). A solucao de Krebs, mantida a 37°C e aerada com mistura carbogénica
(95% 02 e 5% CO2) foi infundida a velocidade constante de 4 mL/min e a pressao
de perfusdo registrada continuamente em um computador através do programa
(PowerLab 4/30)

Os experimentos foram precedidos de um periodo de trinta minutos de
estabilizagado da preparacdo, durante o qual a pressao de perfusao basal foi mantida
entre 20 e 40 mmHg (RESENDE et al., 1997) e entdo foram administradas inje¢cdes
de 120 ymol de KCI de dez em dez minutos até obter uma resposta consistente. Em
seguida, iniciou-se o periodo de sensibilizagdo vascular, no qual a noradrenalina
(NE) foi adicionada a solugéo de perfusao, em concentragéo suficiente (30 uM) para
que a pressao de perfusao se mantivesse estavel em torno de 80-100 mmHg.

Logo apds a obtencédo de uma resposta pressora induzida pela NE, testamos
a viabilidade do endotélio vascular, com a injecdo de acetilcolina (ACh; 1-1000
pmol), a qual produz um efeito vasodilatador que é dependente da liberagdo de NO
pelas células endoteliais.

Estudamos também no leito arterial mesentérico de camundongos em

pressao de perfusdo basal, a resposta pressora de doses crescentes de NE (1-300
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nmol) para atingir a contragdo maxima. A resposta vasodilatadora foi expressa em
termos de percentual de queda da resposta pressora induzida pela NE e a resposta
pressora foi expressa pelo percentual de contragao subtraido da pressao basal.

As injecdes “in bolus” das substancias utilizadas nos experimentos foram
realizadas por meio de um injetor acoplado ao sistema de perfusdo, por meio de
microsseringas Hamilton de 10 e 100 ul. O intervalo entre as injecbes foi de
aproximadamente cinco minutos, permitindo sempre o retorno e estabilizagdo da
pressdo de perfusdo aos niveis anteriores e as injecbes foram administradas em

volumes que variam de 5 a 50 L.

2.8 Obtencao do sobrenadante do tecido perivascular mesentérico (TAPV)

Cerca de 50 mg do tecido adiposo perivascular mesentérico foi extraido dos
grupos, em seguida, picotados com auxilio de uma tesoura cirurgica em uma
solugdo com DMEM (Sigma) e M199 (Sigma) (1:1) em ambiente estéril. Apds esta
etapa os tecidos foram deixados em placas de 24 pocos por 24 horas em estufa a
37°C em atmosfera de 5% CO2. Apds este periodo, as solugdes contendo os tecidos
foram tranferidas para microtubos (Axygen, Corning, EUA), centrifugadas a 5000 x g
por 10 minutos a 4°C e, imediatamente, aliquotadas e estocadas a -80°C até o

momento do uso.

2.9 Ensaio de imunoabsorgao enzimatico (ELISA):

A dosagem dos niveis plasmaticos de leptina e insulina e dos niveis de , TNF-
a, IL1B, leptina e IL-10 no sobrenadante do TAPV foram realizadas por ensaio de
imunoabsorgao enzimatico (ELISA), utilizando-se kits comercialmente disponiveis
(PeproTech). As dosagens foram realizadas conforme as instrugdes do fabricante.

Uma placa de 96 pocos foi coberta com anticorpo de captura na concentracéo
de 100 pg/mL e incubada overnight em temperatura ambiente. Apds este periodo, a

placa foi lavada por 4 vezes com a solugéo de lavagem (0,05% de Tween 20 em
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PBS) e, em seguida, bloqueada com BSA 1% em PBS por 2 horas. Apds novas
lavagens, a curva padrao diluida em solugao diluente (0,05% de Tween 20, 0,1%
BSA em PBS, na faixa de 2ng/ml a 12,5 pg/ml) e as amostras foram incubadas por 2
horas em um volume de 100 pL/pogo. Em seguida, a placa foi lavada novamente e
incubada com anticorpo de detecc¢ao diluido em tampéo diluente (100 ug/mL) por 2
horas. Apds novas lavagens, adicionou se a placa 100 yL de Avidina conjugada a
HRP/ poco, diluida em solugéo diluente na concentragédo de 1:2000.

Apos 30 minutos, o substrato 2,2° azino bis (3 etilbenzotiazolina 6 acido
sulfénico - ABTS) (Sigma) foi adicionado e a placa foi mantida protegida da luz.

A leitura da placa foi realizada a cada 5 minutos, em leitor de placas
(Invision), no comprimento de onda de 405 nm com correcdo a 650 nm. Todas as

dosagens foram feitas em triplicatas.

2.10 Extragao de RNA do TAPV e analise da expressao génica por RT-PCR em

tempo real

Para analise da expresséo génica, o RNA total do TAPV foi extraido com o kit
de extragdo de RNA da Qiagen seguindo as recomendagdes do fabricante. A
quantificacdo das amostras de RNA total foi realizada no espectrofotdmetro
NanoVue® (GE Healthcare Life Sciences) por analise da absorbancia a 260nm. A
pureza do RNA extraido foi avaliada através do calculo das razbes A260/A280 e
A260/A230, apresentadas pelo software do equipamento e que indicam possiveis
contaminagdes da amostra por proteinas e compostos fendlicos. Apds o tratamento
com DNase (RQ1 RNaseFreeDNase; Promega) a sintese do cDNA foi realizada a
partir de 1 ug de RNA total tratado, utilizando o High Capacity DNA Reverse
Transcription Kit (Life Technologies), de acordo com as recomendagdes do
fabricante. Resumidamente, 1 ug de RNA total tratado foi adicionado a 10 yL do
seguinte mix: tamp&o da enzima transcriptase reversa, 4 mM de dNTPs, 25 nM
primers randémicos, 50 U de transcriptase reversa e 20 U de RNAse Inhibitor, em
um volume final de 20 yL. As amostras foram incubadas a 25°C, por 10 minutos,
37°C por 120 minutos, 85°C por 5 minutos. A reacéao foi realizada no Veriti Thermal

Cycler (Applied Biosystems). O PCR em tempo real foi realizado em termociclador
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Rotor Gene Q (Qiagen) utilizando-se um sistema de quantificagéo de fluorescéncia
verde emitida por SYBR (Qiagen) para quantificar amplicons. As condigdes padrdes
de PCR foram 95°C por 5 minutos e, 30 ciclos a 95°C (5 s) e 60°C (10 s), seguido
pela curva padrao de dissociacao para identificacdo do numero de amplicons. Os
numeros de referéncia ou a sequéncia dos primers utilizados estdo descritos na
tabela 3.

Tabela 3 - Primers utilizados no RT-PCR

Primer N° de acesso no N° de catalogo/ Sequéncia
Gene Bank

GAPDH NM_008084.3 QT00199388

Adiponectina NM 009605.5 QT01048047

PPARYy NM 001127330.2 QT00156303

PGC1a NM 008904.2 QT00104776

FFAR4 (GPR120) NM 181748.2 QT00257033

IL1-B NM 008361.4 QT01048355

Leptina NM_008493.3 QT00164360

Fndc5 (Irisina) NM_027402.4 (5-3)CACGCGAGGCTGAAAAGATG

(3-5')AGCTATAACACCTGCCCACAS

Fonte: A autora, 2019.

2.11 Analise da expressao proteica por Western Blotting

O extracdo de proteinas do TAPV foi realizada com tampé&o RIPA (Tris HCI 50
mM, NaCl 150 mM, EDTA 5 mM, Pirofosfato de sédio 30 mM, NaF 50 mM, Acido
deoxicélico 0,5%, SDS 0,1%, Triton X-100 1%, H20 q.s.p). A quantificacdo do
extrato total das BM-MSC foi determinada pelo método de BCA (ThermoScientific).A
quantificacdo das proteinas nas amostras de tecido adiposo perivascular
mesentérico foram determinadas pelo ensaio colorimétrico do kit BCA Protein Assay
(Thermo Scientific). Em seguida, as amostras foram desnaturadas em tampao de
amostras (Tris-HCI 50 mM, pH 6,8; SDS 1%; [3-mercaptoetanol 5%; glicerol 10%;
azul de bromofenol 0,001%) por 5 minutos a 95°C e, congeladas para serem

submetidas eletroforese.
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A eletroforese foi realizada em condigcdes desnaturantes em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE). Em cada pog¢o do gel, foram aplicadas 10 pg de
proteinas das amostras. Um padrao de diferentes pesos moleculares foi utilizado em
todas as eletroforeses (Rainbow Molecular Weight Marker, Amersham Biosciences)
para estimar o peso molecular das proteinas. Apds a separacgao eletroforética, foi
realizada a transferéncia das proteinas para membranas de PVDF (Difluoreto de
polivinilideno) Hybond P, Amersham Pharmacia Biotech) por 1 hora, utilizando se o
sistema Semidry (BIORAD). Em seguida, as membranas foram incubadas, durante 1
hora, com solugdo de bloqueio contendo 5% de albumina de soro bovino (BSA;
Sigma) e T-PBS (Tween 20 0,1% em PBS), seguidas de incubagao overnight com os
anticorpos primarios especificos. Os seguintes anticorpos primarios (Santa Cruz
Biotechnology) foram utilizados: iINOS — (ab 129372; 1:500), eNOS (sc 17200;
1:500), actina (sc 8432; 1:1000), Em seguida, as membranas foram lavadas com T-
PBS e entdo incubadas com o anticorpo secundario especifico conjugado com
biotina (1:5000-1:10000, Santa Cruz Biotechnology) por 1 hora. Apds essa
incubacdo, as membranas foram lavadas com T-PBS e incubadas com
estreptavidina conjugada com peroxidase (1:5000/1:10000 Zymed), por 1 hora.

As proteinas imunorreativas foram visualizadas pela marcagdo com o kit de
quimioluminescéncia ECL Plus (Amersham Biosciences) e as imagens das bandas
foram capturadas pelo sistema pelo ChemiDoc XRS de imagens moleculares (Bio
Rad). As bandas foram analisadas e quantificadas por densitometria, utilizando-se o

programa Image J Software.

2.12 Analise histolégica tecido adiposo

Para analise histolégica da morfologia e morfometria de adipécitos, TAPV dos
animais suplementados ou ndo com 6leo de chia foram fixados em solucdo de
paraformaldeido (4% ml/v); e paraformaldeido (4% m/v) adicionado de sacarose
(10% m/v); durante 30 minutos em cada solugdo. A seguir, os tecidos foram
armazenados em tampéo fosfato com 20% (m/v) de sacarose a 4°C até o uso. Em
seguida, os tecidos foram embebidos em parafina para obtengcdo dos cortes néo

seriados de 5 um. os cortes foram alocados em |laminas histoldgicas para posterior
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coloracdo com hematoxilina e eosina (HE), a fim de identificar a arquitetura do
tecido. Para a coloragdao, as laminas foram desparafinizadas em Xilol por 15
minutos, hidratadas em concentra¢des decrescentes de alcool etilico absoluto, 90%,
80% e 70% (v/v) por 3 minutos, lavadas em agua corrente por 5 minutos, coradas
com hematoxilina (VETEC) por 1 minuto e 30 segundos, lavadas em agua corrente e
coradas com eosina (VETEC) por 30 segundos. A seguir, foram lavadas e
desidratadas com concentragbes crescentes de alcool absoluto por 3 minutos. A
analise das imagens foi realizada no microscopio Olympus BX40, nos aumentos de
20X e 40X. As imagens obtidas foram analisadas com o software Adiposoft para
mensuragado das areas dos adipocitos. Foram utilizados quatro animais por grupo e

trés laminas de cada animal foram analisadas.

2.13 Analise Estatistica

Os resultados sao apresentados como média + erro padréao da média (EPM).
O programa GraphPadPrism versao 5.00 para Windows (GraphPad Software) foi
utiizado para a obtengdo dos graficos e analise dos dados. Os dados foram
analisados utilizando-se One way analysis of variance (ANOVA) para comparar as
diferencas entre os grupos experimentais, com posterior uso do pés teste Tukey,

sendo considerados significativos quando p<0,05.
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3 RESULTADOS

3.1 Avaliacao do peso, da composicao corporal e da ingestao calérica dos

animais

A avaliagao do peso corporal (Figura 1A) demonstrou que os animais submetidos
a dieta hiperlipidica apresentaram um aumento significativo do peso corporal a partir
dos 60 dias de vida (p<0,05), quando comparados ao grupo controle. A
suplementagdo com o6leo de chia (SOC), a partir do 90° dia de vida, n&o alterou o
peso corporal dos animais. Em conjunto, avaliamos a composi¢ao corporal ao final
do periodo de SOC e, como esperado, observamos um aumento significativo do
percentual de gordura corporal nos animais submetidos a dieta hiperlipidica, com
consequente diminuicdo da massa livre de gordura (Figura 1B e C,
respectivamente). A SOC diminuiu o percentual de gordura corporal nos animais
submetidos a dieta hiperlipidica, com consequente aumento da massa livre de
gordura. Nenhuma alteragdo foi observada na composicdo corporal do grupo
controle submetido a suplementagdo com dleo de chia (Figura 1 B e C). O consumo
caldrico foi avaliado, contudo ndo observamos diferengas significativas na ingestéao

caldrica, conforme mostra a Figura 1D.
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Figura 1 - Avaliacdo do peso, da composi¢ao corporal e da ingestao calérica dos

animais
A _
50 B
30+ .
40 -
&
— 4 g #
230 £ 20
=]
2 i 2
o 20 5]
o - C il
4 Inicio da = CC S 104 —_ -
10 $OC - H 3
- HC, 5
0 T T T T T T (@]
0 20 40 60 80 100 120 140 0
Idade (dias) c ce H HC

O
@
i

o

254

204

-
(=]
L
¥

15+

[=3]
o
L

10+

(53]
]
1

assa Magra (%)

M
=
<

Inicio da -©- CC
s0C -+ H

2 0 —————— e,
[ | _ 0 20 40

Consumo kcal/dia/animal

M
== =]
—

60 80 100 120 140

c ce H HC Idade (dias)

Legenda: O peso corporal dos animais foi aferido do 21° ao 135° dia de vida (A). A analise
da composicao corporal foi realizada por ressonancia magnética aos 135 dias de
vida (B e C). O consumo caldrico foi aferido ao longo dos 21 aos 135 dias de
vida (D). A seta indica o inicio da suplementacao dietética com éleo de chia. Os
dados representam a média + EPM, n=6 -10 animais por grupo. *p<0,05
comparado ao grupo C;*p<0,05 comparado ao grupo H.

Fonte: A autora, 2019.

3.2 Efeito da suplementacao dietética com 6leo de chia sobre a homeostase
glicémica e niveis séricos de insulina e leptina dos animais

Avaliamos a glicemia de jejum, a insulinemia, a leptinemia, tolerancia a glicose e
a insulina dos animais submetidos a dieta hiperlipidica e, posteriormente,
submetidos a SOC. Conforme demonstrado na Figura 2A, observamos que os
animais do grupo H e HC apresentaram um aumento significativo da glicemia de
jejum, quando comparados aos seus respectivos controles (C e CC) (tempo zero).
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Observamos ainda, que os animais do grupo H apresentam um aumento significativo
dos niveis séricos de insulina, quando comparados ao grupo controle (Figura 2B). A
suplementagdo com o6leo de chia reduziu significativamente a insulinemia dos
animais obesos (grupo HC), contudo, ndo afetou os niveis deste horménio nos
animais do grupo CC (Figura 2B). A partir desses resultados, avaliamos a tolerancia
a glicose e a insulina dos animais e observamos que o0s animais do grupo H
apresentam uma menor eficiéncia tanto na captacdo de glicose, quanto na
sensibilidade a insulina, quando comparados ao grupo controle (Figura 2C e D,
respectivamente). A suplementacéo dietética com 6leo de chia melhorou a captagao
de glicose e a sensibilidade a insulina nos animais obesos. Salientamos o efeito da
SOC na sensibilidade a insulina nos animais do grupo CC. Nesse grupo, a SOC
reduziu drasticamente os niveis glicémicos apdés 30 minutos da injegao
intraperitoneal de insulina (0,5 UI/Kg), indicando um aumento expressivo da
sensibilidade a insulina (Figura 2D).

Como esperado, os niveis séricos de leptina estavam aumentados nos animais
obesos (Grupo H), comparados ao grupo controle. A SOC reduziu significativamente
a leptinemia dos animais HC, quando comparados ao grupo H (Figura 2E), n&o
sendo observado nenhum efeito da sobre a leptinemia nos animais do grupo CC.
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Figura 2 - Efeito da suplementacao dietética com 6leo de chia sobre a homeostase
glicémica e niveis séricos de insulina e leptina dos animais
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Legenda: Efeito da suplementagdo dietética com 6leo de chia sobre a homeostase glicémica e niveis
séricos de insulina e leptina dos animais. (A) Glicemia de Jejum; (B) Niveis séricos de
insulina analisados por ELISA; (C) Teste de tolerancia peritoneal a glicose (TTG) apos
infusdo peritoneal de 2g de glicose por kg de peso por animal; (D) Teste de tolerancia a
insulina (TTI) apés infusdo peritoneal de 0,5Ul de insulina por Kg de peso por animal;
Niveis plasmaticos de leptina (E) foram analisados por ELISA. Os graficos representam
média + E.P.M), n = 8 animais por grupo. *p<0,05 comparado ao grupo C;*p<0,05
comparado ao grupo H.

Fonte: A autora, 2019.
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3.3 Efeito da suplementacao dietética com o6leo de chia sobre os niveis

pressoricos e a frequéncia cardiaca dos animais

Os niveis pressoricos e a frequéncia cardiaca foram avaliados pelo método
nao invasivo de pletismografia caudal. A Figura 3 mostra os niveis pressoricos
sistélico e diastdlico dos animais (Figura 3A e B, respectivamente). Nenhuma
diferenca significativa foi observada nos niveis pressoricos entre os grupos. Em
relacédo a frequéncia cardiaca (FC), observamos um aumento significativo na FC nos
animais do grupo H, quando comparados ao grupo controle na primeira verificagao,
no entanto, essa diferenca ndo foi observada nas demais semanas. Podemos
observar ainda que suplementagcdo com 6leo de chia nao alterou a FC em nenhum

dos grupos avaliados (Figura 3C).

Figura 3 - Efeito da suplementacédo dietética com o6leo de chia sobre os niveis
pressoricos e a frequéncia cardiaca dos animais
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Legenda: Efeito da suplementacédo dietética com 6leo de chia sobre os niveis pressoricos e a
frequéncia cardiaca dos animais. Os niveis pressoricos sistélico (A), diastélico (B) em
mmHg e a frequéncia cardiaca (C) em BPM foram avaliados pelo método n&o invasivo de
pletismografia caudal. As setas indicam o inicio da suplementagdo. Os graficos
representam a média + EPM, n = 5 animais por grupo. *p<0,05 comparado ao grupo C.

Fonte: A autora, 2019.
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3.4 Efeito da suplementacao dietética com o6leo de chia sobre a resposta

vascular vasoconstritora e vasodilatadora

A avaliacdo da resposta vascular dos animais foi realizada no leito arterial
mesentérico (LAM). Inicialmente, avaliamos a resposta vasoconstritora do LAM apds
concentragbes crescentes de noradrenalina (NA: 1 — 1000 pMol). Como
demonstrado na Figura 4A, ndo observamos diferengas significativas na resposta
vasoconstritora do LAM entre os grupos C e H em nenhuma das doses de NA ou
NE. A suplementacdo com o6leo de chia foi capaz de diminuir a resposta
vasoconstritora a NA (100, 500 e 1000 pMol) somente dos animais obesos (Figura
4A).

Posteriormente, avaliamos a resposta vasodilatadora do LVM apés doses
crescentes de acetilcolina (Ach: 1 - 1000 pMol). Observamos que os animais do
grupo H apresentaram prejuizo na resposta vasodilatadora induzida pela acetilcolina
(100 e 1000 pMol), quando comparados ao grupo controle. A SOC reverteu esse
quadro recuperando a resposta vasodilatadora a acetilcolina (100 e 1000 pMol) nos
animais HC. Nenhum efeito da SOC sobre a resposta vasodilatadora foi observada

nos animais do grupo CC (Figura 4B).

Figura 4 - Efeito da suplementagédo dietética com 6leo de chia sobre a resposta

vascular vasoconstritora e vasodilatadora
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Legenda: Efeito da SOC sobre a resposta vascular do leito arterial mesentérico. (A) Resposta
vasoconstritora induzida por noradrenalina (0,1 -1000 pMol). (B) Resposta vasodilatadora
induzida por acetilcolina (1 - 1000 pMol). Os graficos representam a média + EPM, n =7 -
9 animais por grupo.*p<0,05, comparado ao grupo controle; #p<0,05, comparado ao grupo
H.

Fonte: A autora, 2019.
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3.5 Efeito da suplementacgao dietética com éleo de chia sobre a morfologia do
tecido adiposo perivascular mesentérico (TAPV)

A fim de investigar um possivel papel do TAPV mesentérico na reatividade
vascular do LAM, foram realizadas analises morfologicas neste tecido. Conforme
esperado, observamos um aumento significativo da massa do TAPV mesentérico
nos animais submetidos a dieta hiperlipidica (Figura 5A) comparado aos animais
eutroficos. A SOC nao afetou a massa do TAPV mesentérico nos grupos CC e HC.
A analise morfolégica do TAPV mesentérico demonstrou que os animais do grupo H
apresentam adipdcitos caracteristicamente hipertréficos, quando comparados ao
grupo C (Figura 5B e C). A SOC reduziu significativamente o diametro dos adipocitos
no TAPV mesentérico dos animais HC, contudo nao foi capaz de alterar o didametro
dos adipécitos do grupo CC (Figura 5B e C).

Figura 5 - Efeito da suplementagédo dietética com 6leo de
chia sobre a morfologia do tecido adiposo
perivascular mesentérico (TAPV)
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3.6 Efeito da suplementagao com 6leo de chia sobre a produc¢ao de adipocinas

no TAPV mesentérico

A dosagem de citocinas no sobrenadante do TAPV mesentérico foi avaliada
por ELISA. Como esperado, a obesidade induziu um aumento na secregdo de
leptina pelo TAPV mesentérico. A suplementacdo com oleo de chia nao induziu
alteragdes na producéo de leptina nos grupos CC e HC (Figura 6A). Em relagdo a
secrecdo de TNF-a, ndo observamos nenhuma alteragcédo significativa entre os
grupos (Figura 6B). Embora a obesidade nado tenha induzido um aumento
significativo na produgéo IL-13 pelo TAPV mesentérico, a SOC foi capaz de reduzir
significativamente a secregéo desta citocina no grupo HC (Figura 6C). Além disso,
observamos um aumento nos niveis de IL-10 no sobrenadante do TAPV

mesentérico dos animais obesos suplementados com 6leo de chia (Figura 6D).

Figura 6 - Efeito da suplementacdo com 6leo de chia sobre a produgédo de
adipocinas no TAPV mesentérico
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Legenda: Efeito da SOC sobre a produgao de adipocinas pelo TAPV mesentérico. Os niveis de
leptina (A), TNF-a (B), IL-1B (C) e IL-10 (D) no sobrenadante do TAPV mesentérico
foram dosados por ELISA, apds 48 horas de incubagéo a 37°C, 5% CO-. Os graficos
representam a média + EPM, n = 6-10 animais por grupo. *p<0,05 comparado ao
grupo C;#p<0,05 comparado ao grupo H.

Fonte: A autora, 2019.
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3.7 Efeito da suplementacao dietética com 6leo de chia sobre a expressao de
eNOS e iNOS no TAPV mesentérico

A expressao proteica de eNOS e iNOS foi avaliada no TAPV mesentérico dos
animais por Western Blotting. Como mostrado na Figura 7A, ndo observamos
alteragdes significativas na expressdo de eNOS no TAPV mesentérico entre os
grupos (Figura 7A), contudo observamos um aumento significativo da expresséo de
iINOS nos animais obesos (grupo H). A suplementacdo com o6leo de chia parece
proteger os animais obesos (grupo HC) do aumento da expressao de iNOS induzida
pela obesidade (Figura 7B).

Figura 7 - Efeito da suplementacao dietética com 6leo de chia sobre a expresséo de
eNOS e iNOS no TAPV mesentérico
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Legenda: Efeito da SOC na expressdo de eNOS e iINOS no TAPV mesentérico. A
expressao proteica de eNOS (A) e iINOS (B) foi avaliada por Western Blotting.
Os graficos representam a média + EPM, n = 5 animais por grupo.* p<0,05,
comparado ao grupo C; #p<0,05, comparado ao grupo H.

Fonte: A autora, 2019.

3.8 Efeito da suplementacao dietética com 6leo de chia sobre marcadores
"browning", adiponectina e leptina no TAPV mesentérico:

A fim de investigar se a suplementagao dietética com 6leo de chia induz o
"browning" do TAPV mesentérico, avaliamos a expressdo génica dos seguintes
marcadores: PGC1a, PPAR-y, Irisina, e GPR120. Ndo observamos diferencas
significativas na expressdo do RNAm de PGC1a entre os grupos (Figura 8A). A
obesidade induziu um aumento na expressao génica de PPAR-y no TAPV
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mesenteérico, contudo a suplementagdo com 6leo de chia ndo promoveu nenhuma
alteragao na expressao de PPAR-y nos grupos CC e HC (Figura 8B). Observamos
ainda que nem a obesidade, nem a suplementagdo com o6leo de chia alteraram
significativamente a expressao de Irisina (Figura 8C). A obesidade ndo promoveu
nenhuma alteracdo na expressédo génica do receptor de acido graxo polinsaturado
GPR120, entretanto a suplementagdo com 6leo de chia aumentou significativamente
a expressao génica deste receptor no grupo HC, quando comparado aos grupos C,
CC e H (Figura 8D). Ao avaliarmos a expressao génica de adiponectina no TAPV,
observamos que a obesidade ndo induziu alteracdes na sua expressao, bem como a
suplementagdo com oleo de chia (Figura 8E). Entretanto, ao avaliarmos a expresséo
génica de leptina podemos observar um aumento no grupo H, comparado aos
demais grupos e a suplementagdo com oleo de chia reduziu sua expressao no grupo
HC (Figura 8F).

Figura 8 - Efeito da suplementacédo dietética com dleo de chia sobre
marcadores "browning", adiponectina e leptina no TAPV
mesentérico

A =]
15 4 10+

a4

=
!
@
1

PGC1o. mRNA

expressao relativa

[t}
L

9 I e R

ES
L

T

Irisin m RN A

3

2

E]
T

m
1

Adiponectin m RMA
expressdo relativa
a

a
in

0.0

T
C cC H HC

expresséo relativa
[=) [~

T
«Q

Legenda: Efeito da SOC sobre o "browning" do TAPV mesentérico. A expressao génica
de PGC1a (A), PPARy (B), Irisina (C), GPR120 (D), Adiponectina (E) e
Leptina (F) no TAPV mesentérico, foi avaliada por RT-PCR. Os gréficos
representam a média £+ EPM, n = 5 animais por grupo. *p<0,05 comparado ao
grupo C;#p<0,05 comparado ao grupo H; ¢p<0,05 comparado ao grupo CC.

Fonte: A autora, 2019.

FRARy mRNA
expressdo relativa

GPR120 mRNA

expressao relativa

B
1

T

o
I

tn
1

cc

40 -

Leptina mRNA
&

expres sdo relathva
=]
b5

o
1

T
CC H HC

cc H HC



62

DISCUSSAO

Vaérios estudos tém demonstrado o potencial benéfico dos acidos graxos
polinsaturados ®-3 de origem animal, como EPA (acido eicosapentaendico) e DHA
(acido docosahexaendico), na prevengcdo e tratamento das comorbidades da
obesidade, tais como: dislipidemia, resisténcia a insulina, e doengas
cardiovasculares (CAPEL et al., 2015; MARINELI et al., 2015; HUBER et al., 2007;
FLACHS; ROSSMEISL; KOPECKY, 2014, KUDA et al., 2009; LI et al., 2015; Liu et
al.,, 2014; OELRICH; DEWELL; GARDNER 2013; SPENCER et al., 2013; WILT et
al., 1989; ZHAO; CHEN, 2014; VERVENIOTIS, 2018).

Aléem do EPA e do DHA, o ALA (acido alfa-linolénico), uma fonte de acido
graxo w 3 vegetal, também tem sido estudada pelos seus efeitos benéficos sobre as
doencgas cardiovasculares (DJOUSSE et al., 2005, ULLAH et al., 2016; MOHD et al.,
2012) e o seu uso vem sendo estimulado, principalmente, devido a auséncia de
contaminagdo por metais pesados (KROGER; LAFORCE, 2016) e a auséncia do
sabor de peixe (JENKINS et al., 2009). No entanto, os estudos com esse tipo de
acido graxo w 3 ainda s&o escassos.

Neste trabalho, mostramos que a suplementagdo com 6leo de chia (SOC),
uma fonte vegetal de ALA, n&o alterou o peso corporal nem modificou a ingestao
caldérica dos animais submetidos a dieta hiperlipidica. Esses resultados estdo de
acordo com outros estudos que também utilizaram a suplementagdo com dleo de
chia em animais obesos (MARINELI et al., 2014, GALLEGOS et al., 2018, FONTE-
FARIA et al., 2019) e com estudos que utilizaram a semente de chia (AYERZA et al.,
2002; CHICCO et al., 2009; ESPADA et al., 2007; GUEVARA CRUZ et al., 2012;
NIEMAN et al., 2009; OLIVA et al., 2013; ROSSI et al., 2013).

Apesar de nao promover mudangas no peso corporal, a SOC induziu
mudangas na composi¢ao corporal dos animais obesos, aumentando a massa
magra e reduzindo a massa gorda. Esses dados corroboram um estudo publicado
recentemente pelo nosso grupo, onde também demonstramos que a SOC modifica a
composi¢ao corporal dos animais obesos, aumentando a massa livrre de gordura,
em detrimento da massa de gordura corporal (FONTE-FARIA et al., 2019). Em
humanos, entre 60-85 anos, ja foi observado que a suplementagdo com EPA e DHA

durante 26 semanas aumentou a massa muscular da coxa, sugerindo que 0 uso
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desses acidos graxos pode sevir como estratégia terapéutica para a sarcopenia
associada ao envelhecimento (SMITH et al., 2015). Além disso, numa revisdo
recente, Ochi e Tsuchiya (2018) discutem que a ingestdo de EPA e DHA parece
inibir a perda da massa muscular em animais (GINGRAS et al., 2007; WEI et al.,
2013; WEI et al., 2016; YOU et al., 2010). No entanto, nosso grupo foi o primeiro a
demonstrar o papel da suplementagdo com o 6leo de chia sobre a composigao
corporal na obesidade (FONTE-FARIA et al. 2019).

E sabido que o aumento da massa magra estd correlacionado com uma
melhora da captacdo de glicose, o que contribui para a reversao do quadro de
resisténcia a insulina. Nossos dados mostram que a suplementagdo com oleo de
chia foi capaz de reverter o quadro de resisténcia a insulina observado nos animais
obesos, pois melhorou a captagéo de glicose e a tolerancia a insulina. Ressaltamos
ainda, o efeito benéfico da suplementacdo com 6leo de chia sobre os niveis séricos
de insulina dos animais obesos. Entretanto, em animais controle suplementados,
observamos uma queda excessiva da glicemia apds a injegao intraperitoneal de
insulina. Essa diminuicdo expressiva nos levou a interromper o teste de tolerancia a
insulina neste grupo e levantou a hipétese que o 6leo de chia poderia agir como um
insulino-mimético.

Observamos ainda que os animais controle suplementados com 6leo de chia
apresentaram glicemia de jejum superior aos animais controle. Na literatura, poucos
estudos utilizaram o protocolo de suplementacdo com 6leo de chia em animais
eutroficos. NOs sugerimos que nesses animais, a gliconeogénese (associada ao
jejum) possa estar contribuindo para o aumento da glicemia observado. Estudos
adicionais estdo sendo conduzidos pelo nosso grupo a fim de esclarecer esses
achados.

A suplementacdo com Oleo de chia em animais obesos reduziu
significativamente os niveis plasmaticos de leptina. Considerando que os niveis
séricos de leptina correlacionam-se positivamente com a massa de gordura corporal
e a insulinemia, assim como os trés parametros sdo inversamente proporcionais aos
niveis plasmaticos de ALA e adiponectina (GRAY et al., 2014).

Até o momento, nossos dados mostram que a suplementacao dietética com
6leo de chia na obesidade modifica a composicdo corporal, melhora a resposta
glicémica dos animais e diminui os niveis circulantes de leptina. A partir desses

achados, avaliamos o papel da suplementagcdo com 6leo de chia sobre as alteracdes
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cardiovasculares associadas a obesidade. Dentre os parametros avaliados, nao
observamos alteragdes significativas na pressao arterial, nem na frequéncia
cardiaca entre os grupos. Nossos dados corroboram com o estudo de Bruder-
Nascimento et al. (2017) no qual, apés 21 semanas de dieta hiperlipidica,
camundongos C57/BL6 nao apresentaram aumento de presséao arterial, comparados
ao grupo controle. A auséncia destas alteragdes pode ser devido ao modelo animal
utilizado, pois, embora modelos animais possam recapitular algumas das
caracteristicas do fenétipo humano de uma doenca cardiaca, eles tipicamente nao
recapitulam todos os aspectos da doenga cardiovascular humana (MILANI-NEJAD,
2014; HALL, 2000).

No entanto, estudos em humanos demonstraram que a mudanga no perfil
de acidos graxos da dieta pode reverter o quadro hipertensivo associado a
obesidade. Dentre os mecanismos envolvidos nesse efeito, destaca-se o papel
estrutural desses acidos graxos, que atuam aumentando a fluidez e melhorando a
permeabilidade da membrana (CALDER, 2012; JUMP, 2012). Acredita-se também,
que a acao do EPA e do DHA na diminuigdo da pressao arterial seja devido a
competicdo com o acido araquiddnico (AA) pela via da cicloxigenase, 0 que levaria a
menor producdo de metabdlitos com efeitos pré-hipertensivos (ZEC et al., 2019;
SACERDOTI et al., 2015; SMITH et al., 2006)

Outro achado interessante do nosso estudo foi que a suplementacgao dietética
com oleo de chia diminuiu a resposta vasoconstritora a noradrenalina e aumentou a
resposta vasodilatadora a acetilcolina no leito vascular mesentérico dos animais
obesos. Este achado é de grande relevancia visto que alteragdes na reatividade
vascular, como a vasodilatacdo endotelial, é reduzida em 40% em individuos obesos
(STEINBERGET et al.,, 1996), devido a distribuicdo de gordura corporal, a
inflamacéao localizada e ainda devido a resisténcia a insulina (PERTICONE et al.,
2001; CHANTEMELE; STEPP, 2012) e um dado interessante € que em humanos
obesos sem resisténcia a insulina, a funcdo endotelial é preservada (EL-ASSAR et
al., 2013).

Alteracbes morfolégicas, estruturais e funcionais do TAPV ja foram
observadas nas principais patologias cardiovasculares associadas a obesidade, tais
como: aterosclerose, hipertensao, e diabetes. Desta forma, avaliamos o papel do
TAPV nas alteracbes vasculares induzidas pelo 6leo de chia na obesidade.

Inicialmente, observamos que a SOC foi capaz de reduzir o didmetro dos adipécitos
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no TAPV, sem alteracdo da massa deste compartimento de tecido adiposo. Na
obesidade, a hipertrofia dos adipdcitos no TAPV contribui para um fendétipo mais
inflamatorio, aumentando o numero de macréfagos nesse tecido e alterando o perfil
das adipocinas secretadas. A funcdo do TAPV é significativamente alterada quando
a produgao de adipocinas protetoras, como a adiponectina é desregulada, enquanto
fatores pro-inflamatérios, como a leptina e a IL-1B, s&o significativamente
aumentados (ZHU et al., 2018).

Nesse sentido, observamos um aumento na producdo de leptina pelo TAPV
de animais obesos. Embora a suplementacdo com dleo de chia tenha induzido uma
diminuicdo na expressdao génica desta adipocina, ndo foi capaz de reduzir
significativamente seus niveis secretados. Niveis elevados de leptina no
sobrenadante do TAPV ja foram observados anteriormente e associados a sindrome
metabdlica e a disfungédo na resposta vascular (PAYNE et al., 2010). Em relagéo a
adiponectina, ndo observamos alteragdes na expressao génica desta adipocina no
TAPV entre os grupos.

Além disso, observamos que a SOC foi capaz de reduzir os niveis de IL-13
secretados pelo TAPV de animais obesos. Como dito anteriormente, a IL-13 € uma
das principais citocinas secretadas pelo TAPV obeso com um papel importante na
disfuncéo vascular e, um dos mecanismos associados ao aumento da sua produgao
pelo TAPV é a ativagdo do inflamassoma induzido por NLRP3 (ZHU et al., 2018;
MARTINEZ-MICAELO et al., 2016). Adicionalmente, ja foi demonstrado um efeito
dos AGPI na inibicdo da ativagdo do inflamassoma induzido por NLRP3,
principalmente em macrofagos e hepatocitos (LEE; MIDGETTE; SHAH, 2018;
KUMAR et al., 2016; MARTINEZ-MICAELO et al., 2016; DE BOER et al., 2016; SUI
et al., 2016). Com base nesses estudos, acreditamos que no nosso modelo
experimental, a SOC atue prevenindo a ativacdo do inflamassoma no TAPV
promovendo uma reduc¢ao nos niveis de IL-13 secretados, contudo mais estudos sao
necessarios para confirmar essa hipotese.

Outra citocina relacionada ao aumento da adiposidade corporal é a IL-10,
uma citocina anti-inflamatéria. Na obesidade, ja foi descrito um aumento na secregao
de IL-10 em adipdcitos isolados de humanos, bem como a partir da fracdo vascular
estromal e da matriz tecidual de tecido adiposo humano (ESPOSITO et al., 2003;
FAIN et al., 2004). Entretanto, nossos resultados mostram que somente nos animais

obesos suplementados com 6leo de chia houve um aumento na producdo de IL-10
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pelo TAPV. Em um estudo recente, Dagdeviren et al. (2017) demonstraram uma
associacdo entre a IL-10 e a prevencao da resisténcia a insulina no musculo
esquelético de individuos idosos. Além disso, ja foi observado que a maresina 1, um
mediador lipidico pré resolutivo, induz um aumento na secrecdo de IL-10,
melhorando a sensibilidade a insulina e atenuando a inflamacéo no tecido adiposo
de animais geneticamente obesos (ob/ob) ou induzidos por dieta (MARTINEZ-
FERNANDEZ et al., 2017).

Até aqui, mostramos que a suplementagcao com 6leo de chia altera o perfil
morfolégico e funcional do TAPV dos animais obesos, tornando seus adipécitos
menores, mais hiperplasicos, inibindo a secrec¢ao de IL-1 e induzindo a secrecéo de
IL-10.

A partir desses resultados e, tendo em vista o papel chave do NO na
regulacdo do peso corporal, do metabolismo energético e na fungédo vascular
(ATAWIA et al., 2019) avaliamos a expressao proteica de eNOS e iINOS no TAPV.
No entanto, ndo observamos diferenca na expressao de eNOS no TAPV entre os
grupos. Cabe ressaltar que o NO produzido a partir da eNOS (em concentragdes
nM) induz o relaxamento de células musculares lisas vasculares, prevenindo sua
proliferacdo excessiva, aumentando o fluxo sanguineo e suprimindo a agregagao
plaquetaria, além disso, inibe a ativagao das células endoteliais por inibir a liberagcao
de fatores quimiotaticos de leucdcitos, impedindo a adesdo de mondcitos e
reduzindo a infiltracdo de macrofagos, contribuindo dessa forma para a saude
vascular (TSAO et al.,1994; TSAO et al.,1997; LI; XIA; FORSTERMANN, 2015)

Em contrapartida, na obesidade, a produgao de NO pela eNOS é suprimida e
a iINOS expressa por adipdcitos hipertroficos e macréfagos inflamatérios presentes
no tecido adiposo produz concentracbes elevadas (UM) e tdxicas de NO
(SANSBURY et al., 2012; HUANG et al., 2011; JANG et al., 2016). Em nosso estudo,
observamos que a obesidade induziu um aumento na expressao de iINOS no TAPV
e que a SOC inibiu esse efeito. Com base no exposto acima, acreditamos que a
SOC melhore a resposta vasodilatadora na obesidade por diminuir a inflamagao no
TAPV, inibindo a produgao excessiva e deletéria do NO a partir da iNOS.

Ja foi descrito que o NO produzido em baixas concentracdes pela eNOS é
capaz de estimular a oxidagéo de glicose e acidos graxos e, inibir a gliconeogénese,
a sintese de ftriglicerideos e de LDL colesterol. Estes efeitos benéficos parecem

estar associados ao aumento da biogénese mitocondrial, assim como ao
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desenvolvimento e ativagao do tecido adiposo marrom (DAl et al., 2013). Além disso,
ja foi observado que o NO estimula a adipogénese, por aumentar a expressao de
PPAR-y (NISOLI et al., 1998).

Em nosso modelo experimental, observamos que a obesidade promoveu um
aumento da expressao génica de PPAR-y no TAPV, contudo a SOC nao afetou a
expressao génica desse marcador adipogénico. Em outro trabalho publicado pelo
nosso grupo, ja demonstramos que a obesidade induzida por dieta hiperlipidica
induz um aumento na expressdo proteica de PPAR-y nas células tronco
mesenquimais da medula 6ssea, precursoras de adipdécitos (SILVA et al., 2016).

A analise dos marcadores de browning no TAPV, ndo mostrou nenhuma
alteracdo na expressdo génica de PGC1-a (Coativador 1-a do PPAR-y), um
regulador transcricional que induz a biogénese mitocondrial ao ativar diferentes
fatores de transcricdo, nem na expressao da irisina, uma adipomiocina secretada,
principalmente, pelos musculos esqueléticos, bem como pelo tecido adiposo
subcuténeo e visceral (AYDIN et al.,, 2014), capaz de promover o browning. De
acordo com esses resultados, refutamos a hipétese de que a suplementagcdo com
Oleo de chia na obesidade induz o browning do TAPV. No entanto, € importante
destacar que em outro trabalho do nosso grupo observamos que a suplementagao
com o 6leo de chia desde o desmame foi capaz de promover o browning (aumento
da expressao de UCP-1) no TA epididimal de camundongos suigos obesos (SOUZA
et al., submetido).

Uma das questdes mais relevantes no que diz respeito ao mecanismo de
acao dos AGPI é se eles atuam através da sua incorporagdo nas membranas
biolégicas, promovendo a sintese de mediadores lipidicos ou se atuam através de
receptores celulares. Neste contexto, destacamos o GPR120, um receptor acoplado
a proteina G (GPCR) sensivel a AGPI-w3 (QUESADA-LOPEZ et al., 2016). Em
nosso modelo, observamos que a suplementacédo dietética com o6leo de chia foi
capaz de aumentar a expressédo génica de GPR120 no TAPV obeso. Embora néo
tenhamos avaliado a ativagao, nem a via de sinalizagao downstream deste receptor,
outros estudos ja demonstraram que a ativacdo de GPR120 por AGPI-w3 esta
envolvida na inibigdo de NOX (KAZUFUMI-NAKAMURA et al., 2017) e na atenuagéo
da inflamacéao vascular, formacado de trombo arterial e hiperplasia da camada intima
de artérias (LI et al., 2015).
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Outro ponto a ser discutido € que nosso grupo ja demonstrou que a SOC
aumenta a captacdo de glicose no musculo esquelético de animais obesos e que
esse efeito € mediado pelo aumento da fosforilagao de IRS-1, da ativagao da via da
PI3K-AKT e o aumento da translocacdo do GLUT4 para a membrana das células
musculares (FONTE-FARIA et al., 2019). Neste estudo, corroboramos o papel da
SOC na melhora da captagdo de glicose e na tolerancia a insulina na obesidade.
Outros estudos ja demonstraram o papel da ativagdo do GPR120 na ativagao da via
PI3K / Akt, desencadeando a transloca¢cado de GLUT4 para a membrana celular (OH
DY et al., 2010) e na melhora da tolerancia a glicose e redugao da hiperinsulinemia
em animais obesos (OH DY et al, 2014). Tendo em vista esses achados,
acreditamos que o 6leo de chia induz seus efeitos a partir da ativacdo de GPR120
presente nas células do TAPV.
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CONCLUSAO

A correlagédo entre diabetes tipo 2 e doencas cardiovasculares € bem
estabelecida na literatura. E sabido que e individuos diabéticos apresentam resposta
vascular a noradrenalina aumentada (SOWERS, 1990; WEIDMANN et al., 1985),
assim como observado em nosso trabalho nos animais obesos. As complicacées
macro e microvasculares induzidas pela diabetes sao devidas, principalmente, a
exposicao prolongada a hiperglicemia, agrupada com outros fatores de risco
(DEFRONZO; FERRANNINI 1991; PANENI et al, 2013). No contexto da
hiperinsulinemia, as paredes vasculares tem perfil pro-inflamatério e pro-
aterogénico, ao contrario do que ocorre em condigdes fisiologicas (LI et al., 2014).

Nesse ponto, vale ressaltar que a resisténcia vascular ocorre antes da
resisténcia muscular a insulina em ratos alimentados com dieta hiperlipidica (KIM et
al., 2008), sugerindo fortemente que a resisténcia a insulina microvascular € um
evento precoce da obesidade induzida pela dieta, podendo contribuir para o
desenvolvimento da resisténcia metabdlica a insulina no musculo. Sobre o endotélio,
a insulina em concentragdes fisiologicas reduz a senescéncia endotelial induzida por
glicose, que esta associada a redugao na produgao de ROS e aumento da produgéao
de NO (MATSUI-HIRAI et al., 2011). Podemos assim concluir que a agdo da
suplementacdo com o 6leo de chia sobre a resisténcia a insulina tem efeito direto
sobre a reatividade vascular.

Desta forma, concluimos de forma inédita que a melhora da resposta vascular
observada em nosso modelo experimental de obesidade se deve a melhora do
conjunto de parametros metabdlicos e inflamatérios modificados pela SOC,
possivelmente através da ativagdo de GPR120.



Quadro 8 - Esquema representativo para acdo da SOC
obesidade

Na obesidade:

na

I Tamanho dos adipécitos 1 Massa magra

4 Producdo IL-1PB Ativacdo de IRS-1

‘M Produgdo de IL-10 Ativacdo de PI3K-AKT

! Express&o iNOS /™ Translocagdo de GLUT4

/N vasodilatacio %

T Tolerancia 2 glicose e a insulina

J Vasoconstrigdo

Fonte: A autora, 2019.
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