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RESUMO

SOUZA, Thamiris de. Efeito do tratamento com 6leo de chia (Salvia hispanicaL.)
nos diferentes tipos de tecido adiposo de camundongos Swiss alimentados
com dieta obesogénica. 2017. 68 f. Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias) —
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.

Alteracdes funcionais nos diferentes tipos de tecido adiposo estdo comumente
presentes na obesidade e tém sido referidas como remodelamento. Alguns acidos
graxos, como poliinsaturados 6mega-3, foram relacionados as consequéncias da
obesidade. O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da suplementacéo
dietética com 6leo de chia (Salvia hispanica L.) no tecido adiposo subcutaneo e
visceral de animais obesos em diferentes fases da vida. Camundongos machos
Swiss foram divididos em 4 grupos aos 21 dias de idade, sendo alimentados com as
dietas até os 135 dias: EU: dieta controle; H: dieta hiperlipidica(45% Kcal de
lipideos); HC: animais do grupo H com suplementacédo do 6leo de chia a partir dos
90 dias; HCD:dieta hiperlipidica com suplementacdo desde o desmame. Foram
avaliados tolerancia a glicose; marcadores inflamatorios; morfometria do tecido
adiposo epididimal; expressdo de genes e proteinas envolvidos no remodelamento
de tecido adiposo por gRT-PCR, western blotting e imunohistoquimica. A
suplementacdo com 06leo de chia ocasionou alteragcbes em ambos o0s grupos. No
HCD, a ingestdo alimentar e a concentracao sérica de leptina foram reduzidas. No
tecido adiposo epididimal, a suplementacdo promoveu menor hipertrofia dos
adipécitos. Além disso, resultou na melhorada resposta glicémica e os animais do
grupo HCD aumentaram os marcadores de carga mitocondrial no tecido adiposo
subcuténeo, sugerindo a ocorréncia do processo de browning. A obesidade e a
suplementacdo ndo promoveram mudancas relacionadas a angiogénese ou a
presenca de macréfagos no tecido adiposo epididimal. Dessa forma, os resultados
sugerem que a suplementacdo com O6leo de chia pode minimizar as alteracdes
causadas pela obesidade, principalmente no grupo HCD.

Palavras-chave: Acido graxo 6mega-3. Obesidade. Remodelamento de tecido
adiposo.



ABSTRACT

SOUZA, Thamiris de. Effects of chia (Salvia hispanica L.) oil treatment on the
different types of adipose tissue of Swiss mice fed with an obesogenic diet.
2017. 68 f.- Dissertacao (Mestrado em Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto
Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.

Functional changes in different types of adipose tissue are commonly present
in obesity and have been referred as remodeling. Some fatty acids, such as
polyunsaturated omega-3, were related to the consequences of obesity. The
objective of the present study was to evaluate the effect of dietary supplementation
with chia (Salvia hispanica L.) oil on the subcutaneous and visceral adipose tissue of
obese animals at different stages of life. Male Swiss mice were divided into 4 groups
at 21 days of age, fed diets up to 135 days: EU: control diet; H: high fat diet (45%
Kcal of lipids); HC: animals of group H with supplementation of chia oil from 90 days;
HCD:high fat diet with chia oil supplementation since weaning. Glucose tolerance;
inflammatory markers; morphometry of epididymal adipose tissue; expression of
genes and proteins involved in the remodeling of adipose tissue by gRT-PCR,
western blotting and immunohistochemistry were evaluated. Chia oil supplementation
caused changes in both groups. In HCD, food intake and serum leptin concentrations
were reduced. In epididymal adipose tissue, supplementation promoted less
adipocyte hypertrophy. In addition, it resulted in improved glycemic response and
animals from the HCD group increased the mitochondrial load markers in the
subcutaneous adipose tissue, suggesting the browning process. Obesity and
supplementation did not promote changes related to angiogenesis or the presence of
macrophages in epididymal adipose tissue. Thus, the results suggest that
supplementation with chia oil may minimize the changes caused by obesity, mainly in
the HCD group.

Keywords: Omega- 3 fatty acid. Obesity. Remodeling of adipose tissue.
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REVISAO DA LITERATURA

Obesidade

A obesidade é definida como acumulo de gordura anormal ou excessiva que
apresenta um risco para a saude, sendo o principal fator de risco para uma série de
doencas cronicas, incluindo diabetes, doencas cardiovasculares e cancer (WHO,
2016). E um importante problema de salde publica nos paises desenvolvidos e em
desenvolvimento, devido, ndo somente, a gravidade das comorbidades associadas,
mas também a elevada prevaléncia dessa condicao, que tem aumentado em todo o
mundo, tornando-se preocupante, uma vez que as consequéncias negativas da
obesidade tém iniciado na infancia.

Em 2014, foram detectados 614 milh6es de individuos obesos e estima-se
que em 2025 aproximadamente 18% dos homens e 21% das mulheres serao
obesos (NCD RISK FACTOR COLLABORATION, 2016). No Brasil, a prevaléncia
de adultos obesos é de 18,9%. Em ambos 0s sexos, a prevaléncia da obesidade
mais que duplicou da faixa de 18 a 24 anos para a faixa de 25 a 34 anos de idade
(BRASIL, 2015).

A obesidade tem um impacto claramente mensuravel sobre a saude fisica e
mental, a qualidade de vida relacionada a saude e gera custos diretos e indiretos
consideraveis (DIXON, 2010). Estima-se que obesos geram 30% mais gastos com
assisténcia médica, em comparacao aos individuos eutréficos (WITHROW; ALTER,
2011). Segundo a WHO (2017), a obesidade atingiu proporcdes epidémicas
globalmente, com pelo menos 2,8 milhdes de pessoas morrendo a cada ano.

A sindrome metabdlica (SM) é um transtorno metabdlico comum que resulta
da crescente prevaléncia de obesidade (ECKEL et al., 2005). Refere-se a uma série
de disturbios, incluindo intolerancia a glicose, obesidade central, dislipidemia e
hipertenséo arterial (AZEVEDO et al., 2009). A SM também é caracterizada por um
estilo de vida de acessibilidade a alimentos com alto teor calorico, baixo teor de
nutrientes e inatividade fisica. Sua prevaléncia tem aumentado globalmente,

particularmente na ultima década, a ponto de ser considerada como uma epidemia.
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Atualmente, nos EUA, estima-se que 34% da populacdo adulta tenha SM. Além
disso, o aumento da taxa de SM nos paises em desenvolvimento € expressivo
(LIM; ECKEL, 2014).

Tecido Adiposo

O tecido adiposo armazena lipidios sob a forma de triglicerideos (TAG)
(BIRSQY et al., 2013). O tecido adiposo ¢é distribuido por todo o corpo e é capaz de
se expandir para acomodar 0 excesso de energia quimica potencial sob a forma de
lipidios acumulados, caracteristicas que distinguem o tecido adiposo de outros
orgados e tecidos. As principais funcdes fisioloégicas do tecido adiposo séo
isolamento térmico e armazenamento de energia (GESTA et al., 2007).

Entretanto, Von Gierke em 1906, foi o primeiro a sugerir um papel do tecido
adiposo no armazenamento de glicogénio, além de ser reservatorio de lipidio. O
tecido adiposo tem um papel chave nas funcbes endocrinas e metabdlicas, pois
participa da regulacdo da homeostase energética e da sensibilidade a insulina,
participando ativamente do desenvolvimento das complicagbes metabdlicas
associadas a obesidade, e o0 aumento do risco de doencas cardiovasculares
(ROSEN e SPIELGMAN, 2014).

Nos seres humanos, existem dois principais tipos de tecidos adiposos, tecido
adiposo branco (TAB) e tecido adiposo marrom (TAM). O TAM esta localizado ao
redor dos ombros e costelas e contribui para a geracao de calor. Anatomicamente,
o TAB compreende dois grandes depdsitos: o subcutédneo e o visceral. O TAB
visceral e subcutdneo possui capacidade consideravel de armazenamento de
energia. Sendo o visceral, concentrado no interior da cavidade abdominal, € ainda
subdividido em mesentérico, omental, perirrenal, e em depositos peritoneais. O
tecido adiposo subcutaneo armazena aproximadamente 80-90% da gordura
corporal total, principalmente na regido abdominal, gliteo e femoral. Em
camundongos adultos, TAB gonadal similar ao visceral nos humanos e a inguinal
similar ao subcutaneo (Quadro 1) (WAJCHENBERG, 2000; ARNER, 1997).
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Quadro 1 - Localizacao do tecido adiposo em humanos e camundongos

A TAM
) _supraclavicular

4 t% : , paravertebral

; TAB visceral

- perirrenal

\ \ __retroperitoneal

A\  omental
k mesentérico
TAB subcutaneo
abdominal

gluteos
ﬂ \ femural

B
TAM
cervical
interescapular
axilar .
mediastino TAB visceral
Perirrenal
Retroperitoneal
TAB subcutaneo Mesenterico
' anterior Gonadal (epididimal)
posterior
dorso lombar
Inguinal
gluteos

Legenda: TAM: tecido adiposo marrom; TAB: tecido adiposo branco

Nota: Nos seres humanos, o TAM localiza-se na regido supraclavicular e paravertebral,
contribuem para a geracdo de calor. O TAB divide-se em visceral e subcutdneo. O
visceral envolve os Grgaos intra-abdominais, enquanto o subcutaneo se espalha por
todo o corpo embaixo da pele. (B) Em camundongos adultos, TAM é facilmente
observada em comparacdo com a dos humanos adultos. O TAB visceral abrange
cavidade abdominal e regido gonadal localizados em torno dos ovarios nas fémeas
e os testiculos nos machos. Porém, esta regido ndo existe em humanos. O TAB
subcutaneo sé@o os depositos de gordura da regido inguinal emparelhados na parte
anterior da parte superior dos membros traseiros.

Fonte: Modificado de CHOE et al., 2016.

O TAB é composto por, aproximadamente, 50% de adipécitos e 50% de

diferentes tipos celulares como células tronco, pré adipécitos, células neurais,
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células endoteliais e leucécitos (GUSTAFSON; SMITH, 2015). Os adipdcitos
brancos maduros armazenam os TAG em uma Unica e grande gota lipidica que
ocupa de 85-90% do citoplasma e empurra o nucleo e uma fina camada de citosol
para a periferia da célula. Seu volume e didmetro aumentam conforme a
quantidade de TAG acumulada (FONSECA-ALANIZ et al., 2006).

O TAM tem como principal fungdo manter a temperatura corporal central em
resposta ao frio, gerando calor, um processo conhecido como termogénese. O
adipdcito marrom pode atingir 60 um de diametro, sendo, geralmente, muito menor
que o adipdcito branco que tem um tamanho médio de 90100 uym. E uma célula
caracterizada pela presenca de varias goticulas lipidicas citoplasmaticas de
diferentes tamanhos, um grande namero de mitocéndrias, citoplasma relativamente
abundante e nucleo esférico e ligeiramente excéntrico. Utilizam a energia liberada
pela oxidacdo de metabdlitos, principalmente acidos graxos, para gerar calor
(CANNON; NEDERGAARD, 2004).

Esse processo ocorre porque a proteina desacopladora-1 (UCP-1,
termogenina), uma proteina da membrana mitocondrial interna do adipécito
marrom, atua como um canal de préton dissipa o potencial eletroquimico gerado na
cadeia transportadora necessario para a producdo de ATP pela ATP sintase
resultando na producéo de calor. (CANNON; NEDERGAARD, 2004).

Os diferentes tipos de tecido adiposo tém importantes implicagbes na
patogénese e os tratamentos para as complicacbes metabdlicas relacionadas a
obesidade. Embora o TAB seja capaz de se adaptar e expandir funcionalmente em
resposta ao consumo excessivo de calorias, os individuos parecem ter um limite
funcional definido além do qual o TAB néo funciona corretamente como orgao de
armazenamento e enddcrino. Podendo resultar na disfuncdo desse tecido
contribuindo para a sindrome metabdlica (VIRTUE; VIDAL-PUIG, 2010).

Remodelamento de tecido adiposo

O conceito de remodelamento do tecido adiposo tem sido amplamente

aplicado para abranger uma gama de eventos que ocorrem no tecido adiposo em
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resposta ao excesso ou a deficiéncia de nutrientes (LEE et al., 2010; SUGANAMI;
OGAWA, 2010; SUN et al., 2011).

Em resposta a alteracbes no estado energético, o tecido adiposo €
remodelado rapido e dinamicamente através de mudancas no numero e/ou
tamanho de adipdcitos. Simultaneamente, varias células vasculares estrométicas
no tecido adiposo sofrem alteragcBes numéricas e/ou funcionais, contribuindo para a
manutencdo da funcdo do tecido adiposo como reservatério de energia e orgao
endocrino. No entanto, em condicGes fisiopatologicas, como a obesidade, o
remodelamento do tecido adiposo pode induzir a desregulacdo de citocinas,
hormbénios e metabdlitos derivados do tecido adiposo, levando a estresses e
disturbios metabdlicos (CHAWLA et al., 2011; MAKKI et al., 2013; HUH et al.,
2014).

Hipertrofia e Hiperplasia

Na literatura j& estd bem descrito como ocorre o crescimento do tecido
adiposo no desenvolvimento normal e anormal, caracterizando o estado do tecido
em termos do tamanho médio e do numero de células, denominados hipertrofia e
hiperplasia, respectivamente.

Para conseguir uma transformacdo bem-sucedida em adip6citos maduros,
os préadipocitos sofrem acentuadas modificacbes na morfologia e na expressao
génica. A adipogénese é um processo onde células com caracteristicas nao
especializadas como, por exemplo, fibroblastos, passam adquirir funcdes
especificas de adipodcitos. A adipogénese depende da comunicacdo entre as
préprias células e entre as células e seu ambiente circundado (LEFTEROVA,
LAZAR,2009).A hipertrofia e hiperplasia de adipdcitos sdo reguladas por fatores
ambientais e genéticos (SPIEGELMAN; FLIER, 2001). A expansdo de um
determinado deposito de gordura depende da expressao de uma cascata de fatores
de transcricdo que, em ultima instancia, permitem que as células se desenvolvam
em adipdcitos maduros com uma unica goticula de gordura (DROLET et al., 2008).

A hipertrofia tem efeitos pleiotropicos na funcao adipocitaria. A hipoxia pode
ocorrer com uma expansdo superior a um diametro de 100 microns, induzindo

genes de resposta hipoxica, estresse oxidativo, inflamacgéo (MUIR et al., 2016). Na
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obesidade, a hipertrofia de adipdcitos, a obesidade central e o acimulo ectépico de
gordura estdo associados a pré-disposicdo a diabetes mellitus e sindrome
metabdlica. (GUSTAFON et al., 2015).

A hiperplasia de pré-adipocitos equilibra a hipertrofia para regular a
homeostase do tecido adiposo. A diminuicdo da capacidade proliferativa de pré-
adipOcitos estd associada com a obesidade e a doenca metabdlica em
alguns (ARNER et al., 2010; ERIKSSON-HOGLING et al., 2015; RYDEN et al.,
2014) , mas nem todos os estudos, sugerindo que a hiperplasia e a hipertrofia
podem ser reguladas reciprocamente (LANDGRAF et al., 2014; TCHOUKALOVA
et al., 2010.)

Quadro 2 - Caracteristicas da hiperplasia e hipertrofia dos adipécitos
{3 MIATM

© meam
O adipécito

‘ adipécito morto

Hiperplasia

Hipertrofia

ttamanho células
t liberacao de AGL
§ adiponectina

1 n°células
3 liberagao de AGL
t adiponectina

3 citocinas pro-inflamatorias

3 recrutamento de células imunes
3 hipoxia efibrose

1 sensibilidade ainsulina

t citocinas pro-inflamatorias

t recrutamento de células imunes
t hipoxia e fibrose

g sensibilidade ainsulina

Legenda: ATM: macro6fagos do tecido adiposo; AGL: acidos graxos livres.

Nota: Na obesidade, a expanséo do tecido adiposo ocorre por dois mecanismos
diferentes. A hipertrofia aumento do tamanho de adipdcitos que leva a eventos
prejudiciais. Por outro lado, a hiperplasia o aumento do nimero de adipécitos
gue leva a eventos benéficos.

Fonte: Modificado de CHOE, et al. 2016
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Alteracdes de citocinas e macroéfagos

O tecido adiposo secreta uma série de peptideos ou proteinas bioativas,
coletivamente denominados adipocinas. Elas desempenham um papel central na
homeostase energética e vascular, bem como na imunidade e sdo fundamentais
para as alteragdes observadas na matriz extracelular. As alteragdes na liberagéo de
citocinas estdo relacionadas a infiltracdo de macrofagos no tecido adiposo que
acompanham a secrecdo de citocinas pro-inflamatéria (MAURY; BRICHARD,
2010).

Na década de 1990, Hotamisligil e colaboradores descreveram o aumento da
expressao e secrecdo de TNF-a no tecido adiposo de animais obesos, que estava
associado a inflamacédo, a obesidade e a resisténcia a insulina. Em seguida, foi
realizada a descoberta de leptina, uma adipocina especifica de adipdcitos que atua
como um hormonio para controlar o equilibrio de energia corporal promovendo
controle sobre a saciedade. A partir de entdo, o tecido adiposo foi realmente
reconhecido como 6rgao endocrino (ZHANG et al., 1994).

O tecido adiposo secreta mais de 50 horménios e moléculas de sinalizacéo,
que exercem seus papéis bioldgicos de maneira autdcrina, paracrina ou sistémica e
influenciam varios processos fisiologicos em relacdo a energia, metabolismo da
glicose e imunidade (WAKI; TONTONOZ, 2007). As adipocinas podem apresentar
propriedades pr6 ou anti-inflamatdrias, podendo contribuir para a resisténcia
ainsulina.

O tecido adiposo de individuos eutroficos secreta preferencialmente
adipocinas anti-inflamatérias, como a adiponectina, o fator de crescimento
transformante beta (TGF() e a interleucina (IL) -10. Em contraste, o tecido adiposo
obeso libera principalmente citocinas pré-inflamatérias dentre as quais TNF-q, IL-6,
leptina, visfatina, resistina e angiotensina Il (OUCHI et al., 2011). Em eutrdficos, as
adipocinas anti-inflamatorias modulam fung¢bes fisiologicas, enquanto que em
estados de doencas metabdlicas, as adipocinas pro-inflamatérias modulam a
resisténcia a insulina diretamente afetando a via de sinalizacdo da insulina, ou
indiretamente através da estimulacdo de vias inflamatérias (TILG; MOSCHEN,
2008)



Tabela 1 — Algumas adipocinas alteradas na obesidade (continuacao)

Adipocina

Distribuicdo

Funcéo

Na Obesidade

Adiponectina

Secretada somente pelo tecido
adiposo, tem uma baixa produgéo em
homens

Tem efeito na sensibilizagdo da
insulina. Melhora a resisténcia a
insulina e o metabolismo da
glicose

Diminuida nos modelos de obesidade em
ratos e na obesidade humana e
correlacionada negativamente com o IMC.
Aumentada apés a perda de peso.

CXCL5 Secretada por macrofagos dentro da | Interfere na sinaliza¢éo de Os niveis circulantes estdo mais elevados
fracédo vascular do estroma insulina no musculo nos individuos obesos resistentes a insulina
do que nos individuos obesos sensiveis a
insulina e esta diminuida apds um periodo de
4 semanas com dieta de hipocaldrica
IL-1 Secretada principalmente por Possui papel na quimiotaxia Aumentada em camundongos obesos
adipécitos e macréfagos dos macréfagos e termogénese
IL-6 Um terco dos niveis circulantes totais | Possui papel controverso no Aumentada nos niveis circulantes em
€ expresso por adipdcitos. Também desenvolvimento da resisténcia individuos obesos, correlacionada com a
€ expresso nos macrofagos, musculo | ainsulina. Afeta o0 metabolismo adiposidade e reduzida com perda de peso.
esquelético, células endoteliais e da glicose Aumento no plasma de pacientes com DM2
fibroblastos
IL-7 Secretada pelo estroma e pelas Citocina imune homeostatica. Aumentada em individuos com obesidade
células endoteliais vasculares Também regula o peso corporal, | mérbida
massa e funcao do tecido
adiposo e sinalizacdo de insulina
IL-8 Secretada por adipdcitos (TAB Quimiotaxia de neutrdéfilos Aumentada em individuos obesos e
visceral > TAB subcutaneo) e relacionada com a massa gorda e com niveis
macrofagos de TNF- a
IL-10 Secretada por mondcitos, Melhora a sensibilidade a Atenuada em pacientes DM2 e aumentada na
macrofagos, células dendriticas e insulina e o transporte de perda de peso
células Te B glicose
Leptina Secretada predominantemente pelo Regula a ingestéo alimentar, Aumentada em camundongos nos modelos

TAB, e, em menor quantidade, pelo
hipotadlamo, epitélio gastrico,
placenta e gbnadas.

gasto calérico e o
comportamento alimentar.
Também regula a sinalizagdo da

de obesidade. Aumentada na obesidade
humana e correlacionada com o IMC,
diminuida apés a perda de peso
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Tabela 1 — Algumas adipocinas alteradas na obesidade (continuacao)

Adipocina Distribuicdo Funcéo Na Obesidade
MCP-1 Secretada pelo tecido adiposo Afeta a sensibilidade a insulina Aumentada em modelo de obesidade em
e aumenta o recrutamento de camundongos. Aumentada também nos
macrofagos no tecido adiposo e individuos com DM2
inflamacéo
PAI-1 Expresso pelo TAB E um potente inibidor da via Aumentada na obesidade humana e nos
fibrinolitica individuos com DM2
TNF- a Expresso por macréfagos e Afeta o metabolismo da insulina Aumentada em modelos de obesidade nos
adipdcitos (TAB visceral> TAB e da glicose. Provoca camundongos. Aumento da obesidade
subcutaneo) resisténcia a insulina e estimula humana e correlacionado com o IMC
a lipdlise

Nota: O tecido adiposo branco (TAB) na obesidade, sofre modificacfes de diversas interleucinas (IL) que podem acarretar em diferentes comorbidades como
a diabetes tipo 2 (DM2).
Fonte: Adaptado de MAKKI, et al., 2013.

€¢
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Remodelamento da Matriz Extracelular

A matriz extracelular (MEC) € um componente crucial do tecido adiposo que
€ necessario para manter a integridade celular e estrutural. A MEC também é fonte
de sinais mecanicos para crescimento adequado e diferenciagcdo e fornece uma
comunicacdo entre célula-MEC e célula-célula. A geracdo, manutencdo e
degradacdo da MEC de tecido adiposo € regulada por diversos componentes,
incluindo células inflamatérias e os préprios adipocitos. A MEC que circunda os
adipdcitos € composta de numerosas proteinas e componentes de carboidratos que
incluem colagenos, lamininas, fibronectina, proteoglicanos, entre outros
(GIORDANO et al., 2013; SHARMA et al.,2010).

Os componentes da MEC no tecido adiposo sdo regulados por
metaloproteinases de matriz (MMPs), enzimas responsaveis pela degradacao das
moléculas da matriz e na geracdo de fatores bioativos (VU; WERB, 2000). As
MMPs compreendem uma grande familia de proteinases dependentes de zinco que
foram classificadas em subgrupos com base em sua estrutura, especificidade do
substrato e localizagdo celular. Esses subgrupos sdo colagenases, gelatinases,
MMPs tipo membrana e outras MMPs (VU; WERB, 2000; STERNLICHT e WERB,
2001). Além disso, as MMPs podem mediar a liberacéo e/ou ativacao de fatores de
crescimento e a clivagem dos receptores de adesdo a superficie celular
(STERNLICHT; WERB, 2001). Vale destaca que a atividade das MMPs é regulada
ao nivel da transcricdo de genes, ativacdo de proenzimas e via inibicdo de sua
atividade por inibidores endogenos (BREW et al., 2000).

O remodelamento da matriz e das vias proteoliticas ocorre durante a
adipogénese. A desregulacdo de MMPs esta envolvida na fisiopatologia da
obesidade e diabetes em seres humanos. Estudos demonstraram que as
concentracbes plasmaticas das gelatinases MMP2 e -9, sdo as maiores na
circulacdo e que elas aumentam em obesos (DEROSA et al., 2008) e em diabéticos
(SIGNORELLI et al., 2005; HOPPS et al.,, 2013). A expressédo génica de MMP9
correlaciona-se positivamente com o indice de avaliagdo do modelo de homeostase
da resisténcia a insulina (HOMA-IR) em seres humanos obesos (TINAHONES et.
al.,2012).
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O papel especifico desempenhado por cada MMP na patogénese da
obesidade e da resisténcia a insulina nao foi totalmente definido. Foi observado que
a expressao de MMPs no tecido adiposo € regulada diferencialmente em ratos
obesos alimentados com HFD (MAQUOI et al., 2002; CHAVEY et al., 2003). O
estudo de Van e colaboradores (2008), demonstrou que animais que ndo possuem
MMP2 (gelatinase A), séo resistentes a obesidade induzida por dieta hiperlipidica,
apresentando adipécitos menores. Entretanto, 0 mesmo grupo de pesquisadores
observou que animais com auséncia de MMP9 (gelatinase B), ndo apresentaram
alteracdo significativa no peso, glicemia em jejum e niveis de insulina ap6s 15
semanas de dieta HFD (VAN HUL et al.,, 2010). Curiosamente, uma inibicéo
farmacoldgica de MMPs, com uma especificidade relativa para MMP2 e MMP9, foi
capaz de reduzir ganho de peso e de adipdcitos de animais ob/ob (VAN HUL;
LIJNEN, 2011).

Browning de tecido adiposo branco

Como descrito anteriormente, ha dois tipos de adipécitos, os brancos e o0s
marrons. Os adip6citos brancos sdo especializados para armazenar energia
guimica enquanto os adipocitos marrons dissipam a energia como calor. As
respostas termogénicas nos adipécitos marrons dependem da abundancia da
proteina desacopladora -1 (UCP-1) na mitocéndria (HONDARES et al., 2006).

O browning é a inducdo de marcadores de adipOcitos marrons, incluindo
UCP-1, em adipdcitos do TAB subcutaneo. Quando estes adipdcitos apresentam
caracteristicas fenotipicas similares as do TAM, sdo chamados de adipécitos beges
(ENERBACK, 2009; PETROVIC et al., 2010). Em resposta ao estresse de frio, em
resposta ao tratamento com agonista do receptor B-adrenérgico ou ao PPAR-y, o
desenvolvimento dos adipdcitos beges no tecido adiposo branco € aumentado
(HIMMS-HAGEN et al., 2000; XUE et al., 2005). Vale destacar que a origem dos
adipdcitos beges ainda controversas (ROSENWALD; WOLFRUM, 2014). A

abundéancia dos adipdécitos beges em tecido adiposo branco mostra melhora no
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metabolismo de glicose e resisténcia a obesidade induzida pela dieta
(TSUKIYAMA-KOHAR et al., 2001; HANSEN et al., 2004; WANG et al., 2008).

A atividade da UCP-1 é regulada, principalmente, pelos acidos graxos que
representam o0s principais substratos para oxidacdo durante a termogénese,
fornecendo NADH e FADH: para suprir a cadeia respiratoria e garantir o gradiente
de protons. Embora se saiba que os acidos graxos possam atuar diretamente na
atividade da UCP-1 para promover o desacoplamento de prétons, o mecanismo
relacionado a este efeito ainda ndo esta bem definido (KRAUSS et al., 2005). H&
apenas teorias que tentam explica-lo. Por exemplo, Klingenbeg, considera o acido
graxo como cofator, no qual o mesmo tem papel integral na UCP-1. Desse modo,
grupamentos carboxil dos acidos graxos atuariam como pontos de carreamento no
canal de UCP-1 permitindo a passagem de protons (KLINGENBEG; HUANG,1999).

Independentemente do mecanismo de ativacdo do UCP-1 pelos &cidos
graxos, sabe-se que a primeira etapa do processo intracelular da termogénese é
iniciada com a ativacdo do sistema nervoso simpatico e de seus receptores
adrenérgicos no TAM (NEDERGAARD et al, 2001). A noraepinefrina, nos
adipdcitos maduros, exerce um papel no controle funcional e de proliferacéo
celular. A noraepinefria interage com dois tipos de receptores (B e a), 0s quais
estdo associados com diferentes vias de sinalizacdo. A via da estimulacdo [-
adrenérgica da termogénese é a via mais comumente estudada (CANNON;
NEDERGAARD, 2004).

A via B3 adrenérgica e a exposi¢cdo ao frio aumentam a expressao do co-
ativador -1 do receptor-a ativado pelo proliferador de peroxissomo (PGC-1a) no
TAM e musculo esquelético (PUIGSERVER et al., 1998). O PGC-1a €& um co-
ativador transcricional de varios receptores nucleares (VEGA et al.,, 2000) e que
parece coordenar a transcricdo de genes envolvidos na termogénese, tais como
aqueles que codificam enzimas mitocondriais da oxidagcdo de &cidos graxos,
subunidades da citocromo ¢ oxidase e ATP sintase da cadeia respiratoria, a UCP-1

e os envolvidos com a biogénese mitocondrial (CROWLEY et al.,2002).
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Acido graxos poliinsaturados da dieta

A Os acidos graxos podem ser divididos em acidos graxos saturados e
insaturados, este ultimo, pode apresentar uma ou mais duplas ligacdes na cadeia
de carbonos. Os &cidos graxos poliinsaturados (AGPIs), incluem um grupo de
acidos graxos essenciais. Esses compostos sdo denominados "essenciais" porque
0 organismo humano precisa deles, e ndo é capaz de produzi-los sendo assim
necessarios na dieta humana (BARABINO et al., 2017).

Os &cidos graxos poli-insaturados de cadeia longa (AGPIs) sdo moléculas de
acido graxo com mais de 16 carbonos e mais de uma dupla ligacdo. A localizagédo
da dupla ligacdo define o acido graxo. O acido graxo sera denominado 6mega-3
guando a dupla ligacdo se localiza no terceiro carbono, iniciando-se a contagem
pelo lado 6mega, ou seja, contando-se a partir da extremidade oposta a carboxila
(WOLFE, 1982).

AGPIs constituem um grupo de nutrientes criticos que modulam o
desenvolvimento do cérebro e da cognicdo, assim como muitas doencas, como
cancer, diabetes e doencas cardiovasculares. Eles possuem essa fungéo por serem
precursores de eicosanoides, moduladores de base lipidica que regulam as
respostas inflamatorias e imunes através de atividades pré-inflamatérias e anti-
inflamatorias (SIMOPOULOS, 2010).

Os acidos linoléico e a-linolénico sao precursores dos AGPIs pertencentes
as familias 6mega-6 e Omega-3, respectivamente, através dos processos de
elongacédo (enzimas elongases) e dessaturacao (enzimas dessaturases) da cadeia
carbdnica.

As dessaturases atuam oxidando dois carbonos da cadeia com formagéao de
duplas ligacbes e as elongases atuam adicionando dois atomos de carbono a
cadeia (PERINI, 2010). Apos a ingestédo de acido linoleico (LA, 18:2 w-6) e acido a-
linolénico (ALA, 18:3 w- 3), a enzima delta-6 desnaturase converte LA em acido
araquidénico (AA, 20:0) ou ALA em acido docosahexaendico (DHA, 22:6 w-3) e
acido eicosapentaenoico (EPA, 20:5 w-3), responsaveis pela producdo de

intermediarios lipidicos da inflamacé&o.
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Os AGPIs contribuem para a regulacéo de propriedades da membrana como
fluidez, flexibilidade, permeabilidade e modulacdo de proteinas ligadas a
membrana. Quando sdo incorporados nos fosfolipideos das membranas celulares,
tornam-os mais fluidos e, portanto, aumentam o numero de receptores e a afinidade
por seus respectivos hormonios e fatores de crescimento. Além disso, os acidos
graxos essenciais sdo precursores de mediadores lipidicos envolvidos na
inflamacé&o, quimiotaxia, permeabilidade vascular, vasoconstricdo (TENG et al.,
2014). Esses mediadores podem ter propriedades pré-inflamatorias, anti-
inflamatdrias e pro-resolutivas. (SERHAN, 2014).

Os produtos de eicosanoides derivados de w-6 (como prostaglandina E2 e
leucotrieno B4 sintetizados a partir de AA) sdo mediadores mais potentes de
trombose e inflamacgao do que produtos similares derivados de w-3 (prostaglandina
E3 e leucotrieno B5 sintetizado a partir do EPA). Sendo assim, o w-6 é altamente
pro-trombatica e pré-inflamatdria do que w-3 o que contribui para a prevaléncia de
aterosclerose, obesidade e diabetes (SIMOPOULOS, 2013; DONAHUE, et al.,
2011; KROMHOUT, et al., 2014).

Foi proposto recentemente que os seres humanos evoluissem com uma
dieta em que a proporgdo w-6: w-3 de aproximadamente 1.1 (SIMOPOULOS,
2016). Infelizmente, a dieta ocidental tende a ser deficiente em w-3 e as Ultimas
recomendacdes sdo de uma relacdo 4.1 (MOLENDI-COSTE; LEGRY; LECLERCQ,
2011). No entanto, essa relacdo atualmente situa-se em torno de 20:1
(SIMOPOULQOS, 2008). Altas propor¢des de w-6:w-3 promovem a inflamacéao e a
ocorréncia de muitas doencas, incluindo doencas cardiovasculares, cancer e
doencas auto-imunes (BARABINO et al., 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 0leo e as sementes de chia
e linhaca. O ALA, de origem animal € essencial para o0 crescimento e 0
desenvolvimento normais e pode desempenhar um importante papel na prevencgao
e tratamento da doenca arterial coronariana, hipertensao, diabetes, artrite e outras
doencas inflamatérias e imunes (BREANNE; DAVID, 2009).

Os estudos de suplementagdo com ALA demonstram o0 aumento
principalmente de DHA em varios tecidos, mas as respostas fisioldgicas induzidas

por ALA sao diferentes das induzidas diretamente por EPA e DHA, em especial nos
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casos de obesidade. Um estudo utilizando a suplementacdo com EPA, DHA e ALA
em animais com sindrome metabdlica induzida por dieta rica em gorduras e
carboidratos, observou que 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 suplementacdo com EPA e DHA apresentou resultados
similares, no entanto, ndo melhorou a tolerancia a glicose. Poudyal e
colaboradores concluem em seu estudo que as respostas de ALA na sindrome
metabolica sdo independentes da sua conversdo em EPA e DHA (POUDYAL et al.,
2013).

Entretanto, relatos recentes mostraram a proteina GPR120, um receptor
acoplado a proteina G (GPCR) sensivel a lipideos, pode funcionar como o receptor
de AGPI w3 que mediaria seus efeitos anti-inflamatérios e sensibilizadores a
insulina. Camundongos deficientes em GPR120 alimentados com dieta hiperlipidica
foram resistentes aos efeitos do AGPI w3, que nao reduziu a inflamagao e a
infitracdo de macrofagos no tecido adiposo (OH et al.,, 2010). Além disso,
Ghafoorunissa e Natarajan (2005) mostraram que a substituicdo de um terco de 18:
2 n -6 dietéticos com 18: 3 n-3 em animais alimentados com sacarose resultou em

niveis baixos de lipidios no sangue e aumento da sensibilidade a insulina periférica.

Salvia hispanica L. — chia

A chia (Salvia hispanica L.) pertence a familia Labiatae, € originada do
México e da Guatemala e compde a alimentacdo humana desde 1500 aC (CAHILL
et al.,, 2003; AYERZA; COATES, 2008). Tradicionalmente, as sementes foram
utilizadas por astecas e maias na preparacdo de medicamentos populares e
alimentos. Nos tempos pré- histéricos das sociedades colombianas, acredita-se que
tenha sido o segundo alimento mais cultivado, apos o feijdo (CRAIG; SONS , 2004).
A chia é uma oleaginosa, fonte de acidos graxos 6mega-3, apresenta ainda em sua
composicdo proteinas fibras, vitaminas, minerais e antioxidantes (CAHILL, 2003). A
semente de chia é amplamente utilizada em muitos paises desde milhares de anos
devido ao seu enorme potencial nutricional e terapéutico (FERNANDEZ et al., 2006).

Atualmente, as sementes de chia sdo amplamente utilizadas para a extracdo de
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compostos bioativos para o desenvolvimento de alimentos funcionais. A maior parte
do d6leo é utilizada na formulacdo de suplementos de dmega-3 (AHMED et al.,
2006; BELTRAN-OROZCO; ROMERO 2003).

A presenca de alta concentracdo de acidos graxos poliinsaturados no 0Oleo
de chia aumentou sua popularidade. Entre todas as fontes de alimento conhecidas,
a chia conttm a maior concentracdo desses acidos graxos. Em média, contém
cerca de 64% de w-3 e 19% de &cidos graxos w-6 (tabela 2) (MOHD ALI et al.,
2012).

Atualmente, o Oleo de semente de chia ndo é amplamente utilizado
comercialmente, embora tenha caracteristicas adequadas para aplicacbes
industriais e pode contribuir para uma dieta saudavel (IXTAINA et al., 2010). Um
estudo de Muhammad Nadeem (2017) adicionou diferentes concentracdes de 0Oleo
de chia na margarina, visando melhorar o valor funcional, observou-se que o 6leo
de Chia em todas as concentracBes aumentou a quantidade de acidos graxos w-3.

Devido a importancia biologica dos acidos graxos 6mega-3, a busca por
fontes alimentares acessiveis a populacdo assume um importante papel a
manutencdo da saude. Neste aspecto, os trabalhos desenvolvidos com a chia sé&o
recentes e ainda escassos, 0 que permite uma revisdo mais detalhada desta

literatura.

Tabela 2 — Composicéo de acidos graxos do 6leo de chia (Salvia hispanica L.)

Cificiet | AyerzaR. | Alvarez- |xtainaet | Coelho | Sargiet

Acidos Graxos al. (2012) | & Coates Chaveza fl. (2011) | & Salas- | al. (2013)
W. (2001) |etal. Mellado
(2008) (2014)

Acido Palmitico 7.10 9.66 6.30 7.2 6.69 5.85
16:0
Acido Estearico 3.24 4.34 3.10 3.8 2.67 2.49
18:0
Acido Oleico 18:1 10.53 6.84 7.50 15.2 10.55 6.16
Acido a-linoleico 20.37 17.65 19.90 19.1 17.36 17.47
w-6 18:2
Acido a-linolénico 59.76 64.08 63.4 64.7 62.02 54.49
w-318:3

Fonte: Modificado de Marcinek & Krejpcio, 2017.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4926888/#CR3
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4926888/#CR12
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4926888/#CR4
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4926888/#CR4
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4926888/#CR4
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4926888/#CR4
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4926888/#CR33
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Salvia hispanica L. e Obesidade

Diante do panorama atual de obesidade e das modificacdes ocasionadas
pela mesma, diversos estudos tém sido desenvolvidos com objetivo de minimizar
as alteracbes no tecido adiposo além das complicagcbes ocasionadas pela
obesidade. A maioria dos estudos realizados com a chia concentra - se no uso da
semente, que apesar de conter ALA, possui alto teor de fibras, que também podem
reduzir o indice glicémico, atenuar dislipidemias e ainda auxiliar na perda de peso
(WANG et al. 2016). Revisdes sobre os efeitos terapéuticos da chia mostram a
acao anti-inflamatéria associada aos acidos graxos. Algumas evidéncias sugerem
uma possivel acdo anticoagulante, antioxidante e ainda efeitos antivirais pelo uso
de Salvia hispanica L. (ULBRICHT, 2009; FERREIRA et al. 2015).

Dentre os estudos com semente e/ou 6leo de chia nota-se que ainda néo
foram avaliadas todos os parametros de remodelamento de tecido adiposo, na
literatura o que ha descrito em sua maioria sdo aspectos voltados para resisténcia
insulinica, ganho ou perda de peso ponderal e modificacdo de concentracfes
plasmatica de marcadores lipidicos com enfoque nas comorbidades da geral da
obesidade. Como o estudo de Chicco e colaboradores (2009) que observaram uma
melhora da resisténcia a insulina ap6s a suplementacdo com a semente de chia em
ratos com dislipidemia provocada por dieta rica em acucar e gordura. Em outro
estudo animais alimentados com uma dieta contendo 16% de semente de chia
apresentaram aumento das concentracdes plasmaticas de ALA, EPA e DHA e
diminuicao do teor de triglicerideos no plasma (AYERZA; COATES,2007)

Ainda assim, ha poucos estudos com o 6leo da semente da chia que avaliem
0 contexto geral de obesidade. Foi demonstrado em roedores que a suplementacao
com Oleo de chia aumentou a conversdo de AGPI (13 em diversos tecidos
(Valenzuela et al. 2014). Marineli e colaboradores (2014) mostraram que 0
consumo de semente de chia ou 0leo de chia ndo reduziu o ganho de peso corporal
nem a massa de tecido adiposo visceral em animais obesos induzidos por dieta rica
em carboidratos e lipidios. No entanto, ambos os tratamentos, com as sementes ou
0 Oleo de chia, melhoraram a tolerancia a glicose e a insulina. Além disso,
restauraram a expresséo de PGC-1qa, no tratamento prolongado com sementes de
chia e no tratamento curto com o 6leo de chia.



32

Poucos estudos avaliaram os efeitos da semente da chia em humanos.
Vuksan e colaboradores (2007) concluiram que humanos em terapia convencional
para diabetes e que consumiram a semente de chia obtiveram reducao da pressao
arterial sistolica, aumento das concentracfes séricas de ALA e EPA sem afetar o
peso corporal. Em concordancia com estes dados, foi demonstrado que o consumo
de semente aumentou os niveis plasmaticos de ALA e EPA em mulheres pos-
menopausas (JIN et al.,2012).

Com base no que foi descrito sobre os efeitos dos AGPI (13 e a escassez de
estudos que abordem todos os aspectos o remodelamento do tecido adiposo
decorrente da obesidade, o incentivo ao aumento de sua ingestdo através do
consumo de alimentos fonte deste acido graxo parece uma estratégia para
prevencao e controle da obesidade.
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1 PROPOSICAO

A obesidade pode promover alteracdes funcionais nos tecidos adiposos
subcutaneo e visceral, tais como hiperplasia, hipertrofia, browning de adipdcitos,
producdo de moléculas inflamatdrias e reorganizacdo da matriz extracelular. Estas
alteragcbes, também denominadas de remodelamento de tecido adiposo, podem
constituir-se  como uma resposta adaptativa ao processo de aumento de
adiposidade. Entretanto, dependendo do grau e dos fatores que possam estar
envolvidos no incremento de adiposidade, estas alteracbes no tecido adiposo
branco podem ocasionar desequilibrios sistémicos e doencas como diabetes do
tipo 2.

Considerando-se o conhecimento a respeito dos efeitos benéficos da
utilizacdo de acidos graxos w-3 sobre a homeostase glicémica; a rigueza de ALA
presente no 6leo de chia e a escassez de estudos que relacionem AGPI proviniente
do Gleo de chia com o remodelamento de tecido adiposo.

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos sobre o remodelamento dos
tecidos adiposos subcutaneo e visceral ocasionados pela suplementagdo com 6leo
de chia realizada durante o processo de estabelecimento de obesidade e realizada

depois de sua instauracao.
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2 MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos animais utilizados neste estudo foram realizados de
acordo com o Comité de utilizacdo e tratamento animal do Instituto de Biologia da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro (Protocolo n°® CEA/047/2013).

2.1 Modelo experimental de Obesidade

Vinte e oito camundongos swiss machos com 21 dias de vida, provenientes da
Universidade Federal de Minas Gerais, foram mantidos no biotério do
Departamento de Farmacologia e Psicobiologia da UERJ, sob condi¢des
controladas de ciclos claro/escuro de 12 por 12 horas, 60% de umidade,
temperatura ambiente de 23 + 1°C e livre acesso a ragéo e agua.

Os animais foram divididos na proporcédo de 1:1, totalizando 7 animais por
grupo. Os animais do grupo controle (Grupo EU) foram mantidos em dieta
normocaldrica durante todo o experimento, dos 21 aos 135 dias. Os animais dos
grupos H e HC foram mantidos em dieta hiperlipidica com 45% de Kcal
provenientes de lipideos até 90 dias de vida. Neste momento, os animais
alimentados com dieta hiperlipidica apresentavam peso significativamente superior
ao grupo controle. Apos os 90 dias, os animais do Grupo H foram mantidos em
dieta hiperlipidica e, os do Grupo HC, receberam a mesma dieta hiperlipidica,
porém com suplementacdo de 6leo de chia (1,5% m/m). No Grupo HCD, os
animais foram mantidos em dieta hiperlipidica com suplementacéo de 6leo de chia
(1,5% m/m) durante todo o periodo de experimento, dos 21 (desmame) aos 135
dias. Todos os animais foram sacrificados aos 135 dias. As dietas foram trocadas a
cada 2 dias para evitar a oxidacao dos lipideos. Para as analises, foi utilizado um
namero amostral de 5 a 10 animais por grupo.

Desde a primeira semana de dieta, 0 peso e a ingestao de todos os animais

foram aferidos uma vez por semana. A descricdo da composi¢ao da dieta encontra-
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se na tabela 3. O esquema de dietas e suplementacdo dos animais esta

apresentado no QUADRO 3.

Quadro 3 — Linha do tempo das dietas utilizadas no estudo

Dia0
Grupo EU _v

Dia0

(o)

Dia 0
Grupo HC _v

21 128 135
Lactacdo []  Dietacontrole  [] ”
Y |
Desmame GTT  Sacrificio
21 128 135
Lactacdo f] DietaHFD 45% [] { l
¥ V
Desmame GTT  Sacrficio
21 90 128 135
Lactacdo (] DietaHFD 45%(] (] S[
¥ Vo
Desmame GTT  Sacrificio
Dieta HFD 45%

+Oleo de chia

Dia 0
Grupo HCD AV

Legenda: Apos 21 dias de lactagdo, os animais foram agrupados em EU (dieta
normocaldrica até 135 dias), H (dieta hiperlipidica até 135 dias), HC (dieta
hiperlipidica até os 90 dias de vida, quando foi iniciada a suplementa¢do com
Oleo de chia até os 135 dias de vida, totalizando 45 dias de suplementacéo) e
HCD (dieta hiperlipidica e suplementacéo com 6leo de chia do desmame até
os 135 dias de vida, totalizando 114 dias de suplementacao). O teste de
toleréncia & glicose foi realizado 7 dias antes do sacrificio, aos 128 dias de

vida.

Tabela 3 — Composicédo de macro e micronutrientes das dietas (g/100g)

21 128 135
Lactacdo [] ] fl
| \
Desmame GTT  Sacrificio
A S8 S/
o Vo
Dieta HFD 45%

+Oleo de chia

Ingredientes EU H HC e HCD
Caseina 20,0 23,5 23,2
Colina 0,2 0,3 0,3
Cistina 0,3 0,4 0,3
Amido de milho 53,0 28,9 28,4
Sacarose 10,0 11,7 11,6
Oleo de soja 7,0 8,2 8,1
Banha 0,0 15,6 15,3
Oleo de Chia 0,0 0,0 1,7
Minerais 3,5 4,1 4,1
Vitaminas 1,0 1,2 1,2
Fibras 5,0 5,9 5,8
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Energia (Kcal/g) 4,0 4,7 4,8

Legenda: EU: Dieta controle normocalérica; H: Dieta hiperlipidica; HC e HCD: Dieta hiperlipidica
suplementada com 6leo de chia.
Nota: A composicdo da dieta controle foi baseada na AIN-93 (REEVES et al.,, 1993). As dietas
experimentais e o valor de suplementacédo de acidos graxos w3 foram baseados no artigo de
OH et al.(2011).

2.2 Teste de tolerancia a glicose

Para avaliar a tolerancia a glicose, o teste de tolerancia (TTG) foi realizado ao
final da tarde apds, aproximadamente, 6h de jejum. A glicemia de jejum foi avaliada
pela coleta de uma gota de sangue apds seccao caudal. A seguir, foi realizada a
injecdo intraperitoneal de glicose na propor¢cdo de 2 g/kg de peso/animal. Foram
realizadas subsequentes verificagdes da glicemia, aos 30, 60, 90, 120 e 150 minutos
apos a administracdo da glicose. Todas as aliquotas foram analisadas pelo

glicosimetro e glicofitas Accu-Check Active, Roche®.

2.3 Coleta de sangue

Aos 135 dias, os animais foram mantidos em jejum por aproximadamente 12
horas e anestesiados com quetamina (50 mg/kg) e xilazina (20 mg/kg); o sangue foi
coletado através de puncéo cardiaca com o auxilio de seringa e agulha contendo
anticoagulante (EDTA 5% em PBS esteéril). ApOs a coleta, o sangue foi centrifugado
em tubos de ensaio a 1008 g por 10 minutos e o plasma foi coletado, aliquotado e

estocado em freezer -80°C para dosagem de leptina, TNF-a e interleucinas.

2.4 Anélise da morfologia do tecido adiposo

Para analise histolégica da morfologia e morfometria de adipécitos, os tecidos

adiposos dos animais suplementados ou ndo com 6leo de chia foram fixados em
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solucdo de paraformaldeido (4% m/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.
Para a fixacao do tecido, as amostras foram embebidas em parafina. Para obtencéo
das laminas, os tecidos foram fixados na lamina para posteriormente serem corados
com HE (hematoxilina e eosina).

Para a coloracéo, as laminas foram desparafinizadas em Xilol por 15 minutos,
hidratadas em concentracdes 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 &gua corrente e
coradas com eosina (VETEC) por 30 segundos. A seguir, foram lavadas e
desidratadas com concentracdes crescentes de alcool absoluto por 3 minutos. A
andlise das imagens foi realizada no microscépio Olympus BX40, nos aumentos de
20X e 40X. As imagens obtidas foram analisadas com o software Adiposoft para
mensuracao das areas dos adipdcitos. Foi utilizado um namero amostral de quatro

animais por grupo e trés laminas de cada animal foram analisadas.

2.5 Quantificacao de citocinas plasmaticas

As dosagens séricas de leptina, TNF-a, IL6 e IL10 foram realizadas por ELISA
utilizando kits comercialmente disponiveis (PeproTech Inc., Rocky Hill, NJ, EUA). As
dosagens foram realizadas conforme as instru¢des 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. Apés este periodo, a
placa foi lavada por 6 vezes (0,05% de Tween-20 em PBS) e em seguida, bloqueada
(BSA 1% em PBS) por 2 horas. ApGs novas lavagens, a curva padréao (de 2ng/ml a
0,0125 ng/ml) e as amostras foram incubadas por 2 horas em um volume de 100
pL/poco. Em seguida, a placa foi lavada novamente e incubada com anticorpo de
deteccdo (100ug/mL) por 2 horas. Apds novas lavagens, adicionou-se a placa 100
puL/poco de Avidina-HRP diluida 1:2000 em solucao diluente (0,5% Tween-20, 0,1%

BSA em PBS). Apés 30 minutos, o substrato 2,2"- azino-bis (3-etil-benzotiazolina-6-
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acido sulfénico - ABTS) (Sigma, St Louis, MO) 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.

2.6 Quantificacdo de RNAmM em tecido adiposo

Para quantificacdo de RNAm foi utilizada a técnica de qRT-PCR e foram
utilizados os oligonucleotideos apresentados na tabela 4. O RNA total do tecido
adiposo foi extraido com o kit de extracdo de RNA da Qiagen, seguindo-se as
recomendacdes do fabricante. A quantificacdo das amostras de RNA total foi
realizada inicialmente no espectrofotdbmetro BioDrop MLITE por analise da
absorbancia a 260nm. A pureza do RNA extraido foi avaliada através da razéo
A260/A280, apresentada pelo software do equipamento e que indica possiveis
contaminagdes da amostra por proteinas e compostos fendlicos.

A sintese do cDNA foi realizada a partir de 1 pug de RNA total tratado,
utilizando o High Capacity RNA-to-cDNA™ Kit (Applied Biosystems, n° catalago:
4387406), de acordo com as recomendacGes do fabricante. As amostras foram
incubadas a 37°C, por 60 minutos e a 95°C por 5 minutos. A reacdo de sintese de
cDNA foi realizada no Veriti Thermal Cycler (Applied Biosystems).

O PCR em tempo real foi realizado utilizando-se o equipamento 7500 Real-
Time PCR System (Applied Biosystems), utilizando-se um sistema de quantificagédo
de fluorescéncia verde emitida por SYBR (Applied Biosystems) para quantificacao
dos amplicons. As condi¢fes padrbes de PCR foram 95°C por 5 minutos e, 30 ciclos
a 95°C (5 s) e 60°C (10 s), seguido pela curva de dissociacdo para identificacado do

namero de amplicons.



Tabela 4 — Lista de oligonucleotideos utilizados
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Gene Primer senso 5'-3' Primer antisenso 5'-3'
Adipoq GGTCTTCTTGGTCCTAAGGGTGAG GCGGCTTCTCCAGGCTCTC
Leptin CTCCAAGGTTGTCCAGGGTT AAAACTCCCCACAGAATGGG
TNF-a GCAGGTCTACTTTAGAGTCATTGC TCCCTTTGCAGAACTCAGGAATGG
PPARa GGCACCCTCACATCATCAAACTG TGGAACAGACGGCGGCTTTC
PPARy GAGTGTGACGACAAGATTTG GGTGGGCCAGAATGGCATCT
FAS GCTGCGGAAACTTCAGGAAAT AGAGACGTGTCACTCCTGGACTT
CCL2 AAGAAGATCACCAGCAGCAG TCTGGACCCATTCCTTCTTG
PGC1-a AAGTGTGGAACTCTCTGGAACTG GGGTTATCTTGGTTGGCTTTATG
UCP1 AGATCTTCTCAGCCGGAGTTT CTGTACAGTTTCGGCAATCCT
GAPDH ACAATGAATACGGCTACAGCAACAG GGTGGTCCAGGGTTTCTTACTCC

2.7 Western Blotting

A avaliacdo das proteinas marcadores de browning e de matriz extracelular foi
realizada com amostras de tecido adiposo subcutaneo e visceral, respectivamente. A
quantidade de proteina foi determinada pelo método de BCA (Thermo Scientific). Em
seguida, as amostras foram tratadas com tampao de amostra 5 vezes concentrado
(Tris HCI 50 mM, pH 6,8; SDS 1%; 3 mercaptoetanol 5%; glicerol 20%; azul de
bromofenol 0,001%) por 5 minutos a 95°C e, em seguida congeladas para serem
submetidas ao SDS PAGE.

Amostras contendo 20 ug de proteinas foram separadas por eletroforese em
gel a 10% e 15% de poliacrilamida contendo SDS (SDS PAGE). Um padréo de
diferentes pesos moleculares foi utilizado em todas as eletroforeses por SDS PAGE
(Rainbow Molecular Weight Marker, Amersham Biosciences) para estimar o peso
molecular das proteinas. Apdés a separacdo eletroforética, foi realizada a
transferéncia das proteinas para membranas de PVDF (PVDF Hybond P, Amersham
Pharmacia Biotech) por 30 minutos, utilizando-se o sistema Semi Dry (BIO RAD).
Em seguida, as membranas foram incubadas, durante 1 hora, com solugéo de
blogueio contendo 5% de albumina de soro bovino (BSA; Sigma) e T-TBS (Tween 20
0,1% em TBS), seguidas de incubacdo overnight com o0s anticorpos primarios
especificos. Os seguintes anticorpos primarios (Abcam, Santa Cruz Biotechnology e
Cell Signaling Technology) foram utilizados: rabbit anti VDAC2 (Abcam 47104,
1:500), rabbit anti UCP1 (Cell Signalling 14670 1:500), rabbit anti ppar gamma (SC
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7196; 1:1000), mouse anti MMP2 (Abcam 3158; 1:1000), mouse anti MMP9 (Abcam
119906; 1:1000), mouse anti actina (Abcam 101173; 1:1000). Em seguida, as
membranas foram lavadas com T-TBS e entdo incubadas com o anticorpo
secundario especifico conjugado com biotina (1:5000 1:10000, Santa Cruz
Biotechnology) por 1 hora. Apds essa incubagdo, as membranas foram lavadas com
T-TBS e incubadas com estreptavidina conjugada com peroxidase (1:5000 -
1:10000, Zymed, S. San Francisco, California, USA), por 1 hora. As proteinas
imunorreativas foram visualizadas pela marcacdo com ECL, utilizando-se o kit ECL
Plus (Amersham Biosciences, Pittsburgh, PA) e analisados pelo ChemiDoc — Bio
Rad. As bandas foram quantificadas por densitometria, utilizando o software Image J

(NIH, USA). Os extratos totais foram normalizados pelos niveis de actina.

2.8 Imunohistoquimica

Para imunohistoquimica dos tecidos adiposos dos animais suplementados ou
ndo com Oleo de chia foram fixados e armazenados conforme descrito no item 3.1.4.
Para a inclusao do tecido, as amostras foram embebidas em parafina e depois foram
cortadas em micrétomo, sendo posicionadas nas laminas ao longo do processo dos
cortes histoldgicos. A seguir, as laminas foram desparafinizadas em Xilol, realizando-
se dois banhos de trés minutos cada (xilol e etanol, 1:1) e hidratadas em
concentracdes decrescentes de alcool etilico (95%, 70% e 50%), realizando-se dois
banhos por trés minutos cada. Em seguida, foram lavadas 4 vezes em PBS. Apoés,
foram bloqueadas e permeabilizadas com a solugdo PBS/BSA 5%/Triton-X 0,3% por
1 hora. Em seguida, incubadas com anticorpos primarios especificos anti- F4/80-
FITC (Biolegend) e anti-CD 105-PE (Biolegend) e anti-UCP1(Cell Signalling 14670)
overnight a 4°C. Posteriormente, as laminas foram lavadas por seis vezes com PBS
e incubadas com anticorpos secundarios especificos por 1 hora. Em seguida, foram
novamente lavadas por seis vezes em PBS.

A montagem das laminas foi feita com DAPI, para marcacdo do nucleo. As
imagens foram capturadas nos aumentos de 20 e 40 vezes em microscopio de

fluorescéncia Olympus BX40. Os anticorpos secundarios dos respectivos anticorpos
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primérios foram usados como controles negativos. As imagens foram digitalizadas e

processadas através dos softwares ImageJ e Adobe Photoshop.

2.9 Andlise Estatistica

Os resultados foram apresentados como média = erro padrdo da média
(EPM). Os resultados obtidos para cada grupo experimental foram analisados
estatisticamente utilizando-se teste t e ANOVA com andlise de varancia de
Bonferroni. A significancia foi considerada para valores de p < 0,05. Os dados foram
analisados utilizando se GraphPad Prism versdo 5.00 para Windows (GraphPad
Software,USA).
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3 RESULTADOS

3.1 Peso corporal e ingestdo caldrica

O peso corporal e a ingestdo das dietas foram cuidadosamente monitorados
em todos os grupos (Fig. 1A e 1C). A dieta hiperlipidica promoveu um aumento no
percentual de ganho de peso corporal dos animais (grupo H) quando comparados
com o grupo EU. A suplementacdo com o 6leo de chia reduziu o percentual de
ganho peso corporal dos animais apenas quando ofertada apos a instauracdo da
obesidade (grupo HC) (Fig. 1B). Com relacao a ingestéo calérica foi observada uma
reducdo do ganho de peso ponderal do grupo HCD quando comparado com o0 grupo
EU, identificada pela area sob a curva (Fig. 1D).

Grafico 1 — Peso corporal e ingestao calorica
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Legenda: Evolucao do peso corporal ao longo do desenvolvimento (A). Percentual de ganho de peso
ao final do experimento (B). Ingestédo caldrica, expressa em quilocalorias por animal por
dia (C). Area sob a curva da ingestdo caldérica (D). EU: dieta controle; H: dieta
hiperlipidica; HC: animais do grupo H que receberam a suplementacdo com o éleo de
chia aos 90 dias e HCD: animais do grupo H que receberam a suplementagdo com o 6leo
de chia desde o desmame. A seta indica o inicio da suplementacdo com 6leo de chia no
grupo HC, aos 90 dias. Os graficos apresentam média + E.P.M, n = 7 por grupo e foram
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analisados estatisticamente utilizando-se teste t e ANOVA com analise de variancia de
Bonferroni. A significancia foi considerada para valores de p < 0,05.

3.2 Efeito da suplementacdo com 6leo de chia sobre os indicadores glicémicos

A glicemia dos animais foi avaliada apds um jejum de seis horas (Fig.2A). A

dieta hiperlipidica (H) acarretou um aumento da glicemia em jejum. Por outro lado, o

tratamento com 6leo de chia, realizado a partir do desmame (HCD), fez com que os

animais apresentassem menores concentracfes plasméticas de glicose ao jejum.

Contudo, o mesmo ndo ocorreu quando o tratamento com 0leo de chia iniciou-se

posteriormente (90 dias de vida), quando o quadro de obesidade ja estava

estabelecido (grupo HC) (Fig.2A).

ApGs afericdo da glicemia de jejum, os animais foram submetidos ao teste

de tolerancia a glicose (TTG). Os grupos tratados com 6leo de chia (HC e HCD)

alcancaram maior eficiéncia na captacdo de glicose pelos tecidos: apresentaram

menor glicemia ao longo do TTG, aproximando-se da curva glicémica dos animais

controle (Fig. 2B). Este resultado pode ser mais bem expresso pelo grafico da area

sob a curva (Fig. 2C).

Grafico 2 — Efeito da suplementacdo com 6leo de chia sobre os indicadores

I

;

glicémicos
A) B)
600, " - 500
* -
A i
f 2 * =
4504 [ w % | i @ 100]
) 1 % =
2 " =3
= [ 3
£ + 'y =
& 1 4
b4 o 300
8 . =
= 300e 1 =
S | §
o
"= EU 7 2004
: H
4 -
150? o HC
| ) ) ) . _ - HCD 100
0 30 60 90 120 150
Tempo (min)

Legenda: Efeito da suplementacéo com 6leo de chia sobre os indicadores glicémicos. Glicemia
de jejum apés 6h (A). Teste de tolerancia a glicose (TTG) ap6s infusdo peritoneal de
2 g/kg de peso corporal por animal (B). Calculo da area sob a curva glicémica (C).
EU: dieta controle; H: dieta hiperlipidica; HC: animais do grupo H que receberam a
suplementacdo com o 6leo de chia a partir dos 90 dias; e HCD: animais do grupo H
gue receberam a suplementacéo com o 6leo de chia desde o desmame. Os graficos
apresentam média + E.P.M, n = 7 animais por grupo e foram analisados
estatisticamente utilizando-se teste t e ANOVA com andlise de variancia de

HCD

Area sob a curva glicémica (U.A)

<)

90000+

70000

50000

30000

100004

TBE

Bonferroni. A significAncia foi considerada para valores de p<0,05.

—Pp=0035
p=0037 p=0026

H

HC

HCD



44

3.3 Efeitos da suplementacdo do 6leo de chia sobre a morfologia do tecido
adiposo

Os presentes resultados mostraram que a suplementacdo com 6leo de chia
ndo modificou a massa de tecido adiposo epididimal (Fig. 3B). No entanto, a analise
morfométrica do tecido adiposo epididimal (Fig. 3A) aponta a existéncia de
diferencas no tamanho dos adipécitos, em que 0s grupos tratados com 6leo de chia
apresentaram menor grau de hipertrofia (Fig. 3C).

No tecido adiposo subcuténeo, a dieta hiperlipidica provocou aumento da
hipertrofia dos adipdcitos, a qual ndo foi evitada ou reduzida pela suplementacéo
com Oleo de chia (Fig. 3D, E), diferentemente do que ocorreu no tecido adiposo

epididimal.

Gréfico 3 — Efeito da suplementacdo com Oleo de chia sobre a massa do tecido
adiposo e seus adipocitos
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Legenda: Imagem dos adipdcitos do tecido adiposo epididimal (A). Peso do tecido adiposo
epididimal (B). Area dos adipdcitos do tecido adiposo epididimal (C). Imagem dos
adipécitos do tecido adiposo subcutaneo (D). Area dos adipdcitos do tecido adiposo
subcutaneo (E). EU: dieta controle; H: dieta hiperlipidica; HC: animais do grupo H que
receberam a suplementagcdo com o 6leo de chia a partir de 90 dias; HCD: animais do
grupo H que receberam a suplementacdo com o 6leo de chia desde o desmame. Os
graficos apresentam média + E.P.M, n = 4 animais por grupo; 3 laminas de cada animal.
Foram analisados estatisticamente utilizando-se teste t e ANOVA com andlise de
variancia de Bonferroni. A significancia foi considerada para valores de p<0,05.
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3.4 Citocinas plasmaticas e adipocinas e sua producdo no tecido adiposo

visceral

Os tecidos adiposos secretam varios hormdonios, citocinas e adipocinas que
controlam o balango energético, regulando os sinais do sistema nervoso central e a
atividade metabdlica nos tecidos periféricos.

Embora o modelo de obesidade utilizado neste estudo ndo tenha ocasionado
aumento na concentracdo de leptina circulante, observamos menores
concentracbes plasmaticas de leptina no grupo suplementado com 6leo de chia
desde o desmame (HCD) quando comparado ao grupo H (Fig. 4A). Entretanto, as
concentracfes plasmaticas de TNF-a, IL-6 e IL-10 ndo foram diferentes entre os
grupos (Fig. 4, B, C e D).

Gréfico 4 - Circulacdo de citocinas e adipocinas e sua producdo em
tecido adiposo visceral
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Legenda: Alteracdes de adipocinas e citocinas apds suplementacdo com 6leo de chia.
Os niveis plasmaticos de Leptina (A), TNF- alfa (B), IL-6 (C) e IL-10 (D) foram
analisados por ELISA nos camundongos (135 dias de vida). Foram utilizados
para analise estatistica teste t e ANOVA com analise de variancia de
Bonferroni. A significAncia foi considerada para valores de p<0,05.
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3.5 Efeito da suplementac&o com 6leo de chia sobre o RNAm de adipécitos do
tecido adiposo visceral

Com relacdo a quantificacdo de RNAmM produzido pelo tecido adiposo
epididimal, identificamos aumento de RNAm codificante para adiponectina (Fig. 5A),
uma adipocina anti-inflamatoéria, em ambos os grupos suplementados com 6leo de
chia em relacdo ao grupo EU. Além disso, neste tecido, a suplementacéo reduziu a
guantidade de RNAm de leptina nos grupos obesos (Fig. 5B). A expressao génica de
TNF-a (Fig. 5C) néo foi diferente entre os grupos, corroborando com o resultado
revelado pelo ELISA (Fig. 4B). Quando avaliamos os PPARs (receptores ativados
por proliferadores de peroxissoma), observamos que houve um aumento na
expressao de PPAR-¥ (Fig. 5D) no grupo HC em relagdo ao grupo H e ndo houve
diferenca entre os grupos para expressao do PPAR-a (Figura 5E). Da mesma forma,
também ndo foi observada modificacdo na alteracdo da expressdo de FAS (&cido
graxo sintase) (Fig. 5F) e MCP-1 (quimiocina atraente de macréfagos) (Fig. 5G). Os
macrofagos também foram avaliados por meio de imunohistoquimica, através da
marcacdo de células para F4/80, ndo tendo sido identificada diferenca entre os
grupos quanto ao numero de macréfagos presentes no tecido adiposo visceral (Fig.
5Hel).



Grafico 5 — RNAm de adipdcitos do tecido adiposo visceral
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Legenda: RNAM de adiécitos do tecido adiposo visceral. Expressdo génica de Adiponectina (A),
leptina (B), TNF-a (C), PPAR-Y (D), PPAR-a (E), FAS (F), MCP-1 (G), Representacéo
grafica do F4/80 (H) Imagem de imunofluorescéncia F/480 (), no tecido adiposo
visceral. EU: dieta controle; H: dieta hiperlipidica; HC: animais do grupo H que
receberam a suplementacao com o 6leo de chia a partir dos 90 dias; HCD: animais do
grupo H que receberam a suplementagdo com o 6leo de chia desde o desmame. Os
gréficos apresentam média + E.P.M, n = 5 animais por grupo e foram analisados
estatisticamente utilizando-se teste t e ANOVA com andlise de variancia de
Bonferroni. A significancia foi considerada para valores de p < 0,05.
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3.6 Efeito da suplementacdo com 6leo de chia sobre a matriz extracelular

A matriz extracelular (MEC) é um componente essencial do tecido adiposo
gue é necessario para a manutencao integridade celular e estrutural. Durante as
fases iniciais da hipertrofia dos adipd6citos e o desenvolvimento da obesidade, h&
um aumento na deposicdo de MEC. Como a hipertrofia do tecido continua, a
deposicdo e maturacdo dos componentes da MEC acumula e é dinamicamente
modificada (NAKAJIMA et al.,2002). As MMPs 2 e 9, sao duas enzimas envolvidas
na modulagéo da MEC (BOULOUMIE et al., 2001).

Ao avaliar as MMPs 2 e 9 no tecido adiposo visceral, observamos que néo
houve diferenca entre os grupos (Fig. 6A e B). No entanto, quando avaliamos a
MMP2 no tecido adiposo subcutaneo observamos que a expressao proteica nos
animais suplementados com a chia desde o desmame foi maior que a observada
no grupo HC (Fig. 6C). Além disso, ndo foi observado modificagdo ao avaliar

marcador de angiogénese (Fig. 6D e 6E).

Grafico 6 - Efeito da suplementacdo com 6leo de chia sobre a matriz extracelular
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foram analisados estatisticamente utilizando-se teste t e ANOVA com analise de variancia
de Bonferroni. A significancia foi considerada para valores de p < 0,05.

3.7 Efeito da suplementacdo com 6éleo de chia sobre o browning do tecido
adiposo subcutaneo

Tendo em vista as modificacdes observadas no tecido adiposo dos animais
tradados com chia, avaliamos alguns marcadores mitocondriais, buscando
observar alteracbes que indicassem o browning desse tecido adiposo. A
expressdo de RNAmM para PPAR-¥ apresentou-se maior nos grupos que
receberam 6leo de chia (Fig. 7A). PGC 1-a é um fator de regulacao da transcricéo
gue co-induz a biogénese mitocondrial por ativacdo de diferentes fatores de
transcricdo. Observamos aumento de PGC 1-a nos grupos que receberam éleo de
chia (Fig. 7B). A UCP-1 é uma proteina encontrada principalmente em
mitocondrias do tecido adiposo marrom e em tecidos adiposos em processo de
browning. No grupo HCD, a expressao de seu RNAmM apresentou-se maior quando
comparada ao grupo H (Fig. 7C). Adicionalmente, VDAC 2, que é uma proteina
mitocondrial formadora de canais (porina) e estd envolvida no metabolismo de
energia celular, foi mais expressa no grupo HCD (Fig.7D).

Estes dados indicam que a suplementacdo com oOleo de chia a dieta
hiperlipidica aumentou a carga mitocondrial no tecido adiposo subcutaneo,
sugerindo a inducdo do processo de browning deste tecido.



Grafico 7 - Efeito da suplementacdo com 6leo de chia sobre o browning do
tecido adiposo subcutaneo
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Legenda: Efeito da suplementacdo com 6leo de chia sobre o browning do tecido adiposo
subcutaneo. Avaliacdo da expressdo do RNAm para PPAR-¥ (A), PGC-1a (B) e
UCP-1 (C). Expressédo de VDAC2. A expressdo de actina foi utilizada para
normatizar o resultado (D). Foram analisados estatisticamente utilizando-se
teste t e ANOVA com analise de variancia de Bonferroni. A significancia foi
considerada para valores de p<0,05.
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DISCUSSAO

Alguns beneficios a saude em decorréncia do consumo de acidos graxos
omega-3 de origem animal (EPA e DHA) tem sido identificados (CAPEL et al.,
2015; LI et al., 2015; FLACHS et al., 2014; LIU et al., 2014; ZHAO; CHEN, 2014),
especialmente no que diz respeito ao aumento da sensibilidade a insulina. Visto
gue o Oleo de semente de chia é uma importante fonte alimentar de origem vegetal
de acido graxo 6mega-3 (ALA) (IXTAINA et al., 2010), o presente estudo fornece
novas informacdes a respeito de efeitos no tecido adiposo branco ocasionados pela
suplementacao dietética do 6leo de chia na obesidade.

Inicialmente, mostramos que a suplementacdo com 6leo de chia, realizada
apos o estabelecimento da obesidade, diminuiu o percentual de ganho de peso
corporal dos animais (Fig. 1B). Corroborando com esse resultado, o estudo de
Simopoulos (2016) mostrou que uma alta ingestédo de acidos graxos 6mega-6, esta
associada ao aumento de peso, em estudos realizados com animais e humanos.
Nesse sentido, este estudo mostrou também que uma elevada ingestdo de acidos
graxos 0mega-3 diminui o risco de aumento de peso corporal.

Por outro lado, em nosso estudo, quando a suplementacéo foi feita desde o
desmame (HCD), ndo observamos reducdo no percentual de ganho de peso
corporal (Fig. 1B). Embora ndo tenha sido avaliada a composi¢do corporal destes
animais, € possivel gue a realizacao da suplementacao a partir do desmame tenha
favorecido a hiperplasia do tecido adiposo subcutaneo e por isso ndo tenha havido
diferenca no peso corporal total. Esta suposicdo baseia-se no resultado
apresentado na (Fig. 1B) e na observacao de que, no tecido adiposo epididimal, a
suplementacdo ocasionou reducao da hipertrofia e aumento da hiperplasia dos
adipécitos (Fig. 3A), uma vez que a massa de tecido adiposo epididimal foi igual
entre 0s grupos, apesar dos animais suplementados terem apresentado adipocitos
menores.

A ingestédo alimentar de animais do grupo HCD foi menor do que no grupo H
(Fig. 1B, 1D), mas quando a suplementacao foi feita posteriormente a implantacéo
da obesidade (HC), ndo houve diferenca em relacdo ao grupo H. Diferentemente,

no estudo de Marineli e colaboradores (2015), o peso corporal e a ingestao
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alimentar de animais obesos nao foram atenuados pela suplementagédo com chia
(semente ou 0leo), independentemente do tempo de tratamento. O mesmo ocorreu
nos estudos que utilizaram a semente (NIEMAN et al., 2009; ROSSI et al., 2013;
GUEVARA-CRUZ et al., 2014).

Os dados evidenciam que ambos o0s grupos de animais suplementados com
Oleo de chia obtiveram menor glicemia de jejum e melhor resposta glicémica (Fig.
2A, 2B e 2C). Estes resultados estdo de acordo com o observado no estudo de
Marineli et al. (2014), em que tanto a semente de chia como o 6leo de chia
melhoraram a toleréncia a glicose. Além disso, diversos trabalhos que utilizaram a
semente da chia, encontraram resultados semelhantes (CHICCO et al., 2009;
MATRAVADIA et al.,, 2014). Este achado € relevante visto que a resisténcia
insulinica e a DM sdo uma das principais comorbidades de individuos obesos tanto
adultos como criancas. Reforcando o beneficio do 6leo da semente de chia como
prevencdo desta comorbidade que atinge cerca de 8,9% da populacéo brasileira
segundo o Vigitel, 2016.

O consumo de dietas hiperlipidicas induz a hipertrofia dos adipécitos
(BOSQUE et al., 2009; SELENSCIG et al., 2010; ROSSI et al., 2010; OLIVA et al.,
2013). Como dito anteriormente, o presente trabalho mostra que a suplementacao
com 6leo de chia levou a reducdo do tamanho dos adipdcitos sem alterar a massa
de tecido adiposo epididimal (Fig. 3B e 3C). Entretanto, este efeito do 6leo de chia
sobre a hipertrofia dos adipécitos ndo foi observado no tecido adiposo subcutaneo
(Fig. 3D e 3E). O estudo de LeMieux e colaboradores (2015) mostrou que a
suplementacdo de EPA em uma dieta hiperlipidica reduziu a hipertrofia dos
adipécitos viscerais e melhorou o estado inflamatério, embora ambos os eventos
tenham ocorrido de forma independente.

O tecido adiposo visceral secreta varios peptideos bioativos coletivamente
conhecidos como adipocinas. Estas incluem horménios como leptina, adiponectina,
resistina, apelina e visfatina; quimiocinas, tais como MCP -1 e IL-8; outras citocinas
pro-inflamatérias tais como IL-6, IL-1, angiotensina-ll e TNF-a; e citocinas anti-
inflamatorias tais como IL-10 (OLEFSKY et al., 2010). Além de alteracdes da
morfologicas, a suplementacdo com oleo de chia causou modificacdo em algumas
adipocinas e citocinas produzidas pelo tecido adiposo. A suplementa¢do com chia a
dieta hiperlipidica desde o desmame reduziu significativamente a leptina plasmatica

e sua expressao génica no tecido adiposo epididimal (Fig. 4A e 5B). Em humanos,


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0952327813001919?via%3Dihub&amp;bib17
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a suplementacao dietética com EPA/DHA apresentou uma correlagdo negativa com
as concentracdes plasméticas de leptina (RESELAND et al.,2001).

O estudo de Sundaram et. al. (2015) comparou dietas HFD com diferentes
guantidades e fontes de lipidios e observou que a dieta com 0leo de peixe reduziu a
concentragdo plasmética de leptina. Também constatou que a dieta com 6leo de
linhaca aumentou as concentracdes de adiponectina no tecido adiposo. Estes
resultados corroboram com os resultados do presente trabalho, em que foi
verificado aumento da expressdo de RNAm de adiponectina no tecido adiposo
epididimal dos animais suplementados com o 6leo da chia (Fig 5A), o que pode ter
contribuido para diminuigdo da resisténcia a insulina, uma vez que a adiponectina
regula o metabolismo de lipidios e glicose e aumenta a sensibilidade a insulina
(PAJVANI et al., 2004). O consumo de uma dieta enriquecida com EPA/DHA
aumentou as concentracdes plasmaticas de adiponectina em animais C57BL/6
alimentados com dieta hiperlipidica (FLACHS et al., 2006) bem como em animais
ob/ob (GONZALEZ-PERIZ et al., 2009). Apesar disso, quando investigamos as
concentracbes de IL-10, que é uma citocina anti-inflamatéria, ndo identificamos
nenhuma diferenca ocasionada pela suplementacao com 6leo de chia (Fig.4D).

No presente trabalho, n&o foram observadas modificagdes nas
concentragfes plasmaticas e quantificacdo de RNAm de marcadores inflamatérios
avaliados anteriormente (Fig. 4B, 4C e 5C), como também, ndo houve presenca de
macrofagos no tecido adiposo epididimal (Fig.5G, 5H e 5I), diferentemente da
maioria dos estudos que associam a inflamagdo do tecido adiposo com
complicagcbes da obesidade. Todavia, esses dados corroboram com novos
trabalhos que vém questionando a associacdo entre inflamacgédo e obesidade. No
estudo publicado por Kim et al. (2015) demonstrou-se que o aumento do tamanho
dos adipocitos pode levar a resisténcia a insulina, independentemente de
inflamacédo. E, em camundongos tratados com clodronato (para deplecdo de
macrofagos), a dieta HFD induziu a hipertrofia de adipdcitos e ocasionou a
resisténcia a insulina independentemente da ativacéo de resposta inflamatoria (LEE
et al., 2011). A auséncia de inflamacdo observada nestes animais sugere também
um conceito que vem sendo discutido recentemente na literatura que sao dos
obesos metabolicamente saudaveis, pode existir na auséncia de anormalidades

metabdlicas.
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Tanto o PPAR-a quanto o PPAR-¥, sdo alguns dos principais mediadores
dos efeitos do metabolismo lipidico do EPA (Fig. 4H e 4l) (FLACHS et al., 2009;
GONZALEZ-PERIZ et al., 2009; FLACHS et al., 2005). No trabalho, observou-se
aumento da expressdo de RNAmM de PPAR-r (Fig. 5D) apds suplementacdo com o
0leo de chia e ndo houve modificacdo na expressdo de PPAR-a(Fig. 5E). Estudos
mostram que o PPAR-¥ medeia os efeitos do EPA e do DHA na regulagao positiva
da adiponectina (KALUPAHANA et al., 2011; NESCHEN et al., 2006).

Na obesidade, o tecido adiposo sofre remodelamento da MEC, devido a
hiperplasia e hipertrofia dos adipécitos. A composi¢do da MEC reflete um equilibrio
entre sintese e degradacdo da matriz. E pode ser alterada pela protedlise através
dos sistemas fibrinoliticos e MMPs (CATALAN et al.,, 2012). A desregulacdo de
MMP tem sido implicada na fisiopatologia da obesidade e diabetes (WILLIAMS et
al., 2016).

Neste trabalho, investigamos a expressao protéica das MMP-2 e 9 no tecido
adiposo epididimal (Fig 6A e 6B), e ndo foram observadas modificacdes entre 0s
grupos. Adicionalmente, também avaliamos a MMP-2 no tecido adiposo
subcuténeo, que apresentou aumento no grupo HCD (Fig. 6C). Estes resultados,
diferem dos estudos encontrados na literatura que mostraram que, em seres
humanos, as concentracdes plasmaticas circulantes de MMP-2 e 9 aumentaram em
obesos (DEROSA |, et. al. 2008) e diabéticos (SIGNORELLI et al., 2005; HOPPS et
al.,, 2013). Contudo, o papel especifico desempenhado por cada MMP na
patogénese da obesidade e resisténcia a insulina nao foi totalmente definido. Vale
destacar que a expressao das MMPs no tecido adiposo de animais com dieta HFD
é regulada diferentemente (MAQUOI et al., 2002; CHAVEY et al., 2003).

O estudo de Trayhurn e colaboradores (2004) mostrou que a hipertrofia de
adipdcitos cria areas de micro-hipoxia local nos primeiros estagios de expansédo do
tecido adiposo. Isso foi verificado por observacfes clinicas recentes em seres
humanos, o que sugere que tecido adiposo € pouco oxigenado no estado obeso
(KABON et al., 2004). Entretanto, ndo houve diferenca entre 0os grupos quando
avaliado CD105, um marcador de angiogénese, como observado na fig. 6D e 6E.

O browning do tecido adiposo subcutaneo tem sido estudado e entendido
como um processo capaz de atenuar alguns dos efeitos da obesidade (LANGIN,
2010) por potencializarem o aumento do gasto energético basal. Os AGPI [1-3

foram associados com aumento do grau de expressdo de UCPs em multiplos
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tecidos, como tecido adiposo marrom, figado e musculo (SADURSKIS et al., 1995;
OUDART et al., 1997; BAILLIE et al., 1999; ARMSTRONG et al., 2001).

Estudo de Zhao e Chen (2014) mostraram que o tratamento com EPA
aumentou a expressdo génica de UCP1-3 dos adipdcitos brancos durante o
processo de diferenciagdo, além do aumento do conteudo de DNA mitocondrial e de
expressado de genes mitocondriais como PGC-1a. Os resultados observados no
presente trabalho identificaram aumento das concentracbes de marcadores de
browning no tecido adiposo subcutaneo, como aumento da expressdo dos RNAmM
codificantes para PPAR-¥, PGC- 1a, UCP1 e expresséo protéica de VDAC2 (Fig 7A,
7B, 7C e 7D). Semelhantemente aos resultados do presente trabalho, o estudo
Marineli e colaboradores (2014) mostrou que o tratamento prolongado com
sementes de chia e o tratamento curto com o 6leo de chia em animais obesos
restauraram a expressao de PGC-1a.

Em conclusao, alguns dos aspectos do remodelamento do tecido adiposo
branco, comumente observados na obesidade, foram atenuados pelos tratamentos
com Oleo de chia. O beneficio mais evidente, e observado também em outros
estudos, refere-se ao aumento da sensibilidade a insulina, que foi acompanhada
por reducdo da hipertrofia no tecido adiposo visceral e aumento da sintese de
adiponectina neste tecido. A suplementacao realizada a partir do desmame (HCD),
antes da implementacdo da obesidade, foi a que apresentou resultados mais
expressivos. Este grupo apresentou menor concentracao sérica de leptina e menor
ingestao alimentar. O tecido adiposo subcutaneo deste grupo apresentou aumento
dos marcadores de browning. Em conjunto, os dados deste estudo indicam que a
suplementacdo com oleo de chia é benéfica a saude quando realizada em animais
obesos e é ainda mais eficaz quando feita desde o inicio da oferta de uma dieta

obesogénica.
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