Universidade do Estado do Rio de Janeiro

:?‘%’0%
%OU$J§ Centro Biomédico
ofsm'un ® Instituto de Nutrigéo
Aline Batista

Modulacao da atividade antioxidante pelo consumo de 6leo Chia
(Salvia hispéanica L.) em modelo murino de obesidade induzida por
dieta

Rio de Janeiro
2016



Aline Batista

Modulacéo da atividade antioxidante pelo consumo de 6leo Chia (Salvia
hispanica L.) em modelo murino de obesidade induzida por dieta.

Dissertacdo apresentada como requisito
para a obtencdo do titulo de mestre, ao
Programa de Pdés-Graduacdo em Nutricdo
da Universidade do Estado do Rio de
Janeiro.

Orientadora: Prof. Dr. Julio Beltrame Daleprane
Co-Orientador: Prof.2 Dr.2 Lilia Zago

Rio de Janeiro
2016



CATALOGACAO NA FONTE
UERJ / REDE SIRIUS / BIBLIOTECA CEH/A

B333

es

Batista, Aline.

Modulacéo da atividade antioxidante pelo consumo de 6leo Chia

(Salvia hispéanica L.) em modelo murino de obesidade induzida por dieta /
Aline Batista. — 2016.

62 f.

Orientador: Julio Beltrame Daleprane
Co-Orientador: Lilia Zago

Dissertacdo (Mestrado) — Universidade do Estado do Rio de Janeiro.
Instituto de Nutric&o.

1. Nutricdo — Teses. 2. Obesidade — Teses. 3. Chia — Teses. I.

Daleprane, Julio Beltrame. Il. Zago, Lilia. Ill. Universidade do Estado do
Rio de Janeiro. Instituto de Nutricdo. IV. Titulo.

CDU 612.3

Autorizo, apenas para fins académicos e cientificos, a reprodugao total ou
parcial desta dissertacéo., desde que citada a fonte.

Assinatura

Data



Aline Batista

Modulacéo da atividade antioxidante pelo consumo de 6leo Chia (Salvia

hispanica L.) em modelo murino de obesidade induzida por dieta.

Dissertacdo apresentada como requisito
para a obtencdo do titulo de mestre, ao
Programa de POs-Graduacdo em Nutricdo
da Universidade do Estado do Rio de
Janeiro.

Aprovada em 29 de setembro de 2016.

Banca examinadora:

Prof. Dr. Julio Beltrame Daleprane (Orientador)
Instituto de Nutricdo — UERJ

Profa. Dra. Cristiane Aguiar da Costa
Instituto de Biologia - UERJ

Profa. Dra. Milena Barcza Stockler-Pinto
Universidade Federal Fluminense

Rio de Janeiro
2016



AGRADECIMENTOS

Aos meus pais por todo amor, dedicacao, incentivo e apoio. Agora posso
compreender melhor o tamanho do sentimento dos pais pelos filhos. Muito obrigada
por tudo que fizeram e ainda fazem por mim e pela minha filha. Amo vocés!

Ao meu marido pelo companheirismo, carinho e compreensdo sempre. A
minha filha por me ensinar que a felicidade esta nas coisas mais simples da vida.
Amo voceés!

Aos meus orientadores os professores Julio Beltrame Daleprane e Lilia Zago
minha eterna gratiddo por abrirem esta porta para mim. Obrigada pelos
ensinamentos, incentivo, por estarem sempre disponiveis e pela amizade, vocés
contribuiram para o meu crescimento profissional e pessoal.

Aos professores e colegas do Programa do PPGANS pelos conhecimentos
transmitidos. A professora Marta Citelli minha gratiddo por me permitir fazer parte
desta pesquisa. A professora Angela de Castro Resende por abrir as portas do
Laboratério de Farmacologia do IBRAG. A professora Cristiane Aguiar da Costa
pelos ensinamentos no laboratério que foram essenciais para conducdo da
pesquisa, pela dedicagéo, disponibilide e amizade.

Aos meus amigos de trabalho, companheiros de Forca, do Departamento de
Abastecimento da Marinha do Brasil, em especial Lenise Moreira Ribeiro e Dora
Lucia Sabara Alves, por todo companheirismo, incentivo, amizade, sem vocés nada
disso seria possivel.

Aos meus amigos que sempre me incentivaram e apoiaram, em especial a
amiga Flavia Soares, a quem sempre recorro nos momentos de desespero com meu
computador.

Aos companheiros de laboratorio Elisa, Elaine, Paula, Flavia e Renata
obrigada por dividirem o tempo de vocés comigo.

A todos os professores, alunos e equipe dos laboratérios; Laboratério para
Estudos de Interacdes entre Nutricdo e Genética (LEING) e do Laboratério de
Farmacologia Cardiovascular e Plantas Medicinais (LFCPM) por todo o suporte.



Se cheguei até aqui foi porque me apoiei no ombro de gigantes.

Issac Newton



RESUMO

BATISTA, A. Modulagéo da atividade antioxidante pelo consumo de 6leo Chia
(Salvia hispanica L.) em modelo murino de obesidade induzida por dieta.
2016.62 f. Dissertacdo (Mestrado em Nutricdo, Alimentacdo e Saude) — Instituto de
Nutricdo, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, 2016.

A obesidade estd associada a um conjunto de alteragbes metabdlicas
mediadas pelo estresse oxidativo e inflamacdo. Acidos graxos provenientes da dieta
sdo importantes moduladores de respostas metabdlicas, em especial os acidos
graxos poli-insaturados 6mega 3. O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia do
consumo do o6leo de chia, fonte de acido alfalinolénico, em modelo murino de
obesidade. Foram utilizados 40 animais, divididos nos grupos Controle (C), Controle
+ Oleo de Chia (CC), Hiperlipidica (HFDC) e Hiperlipidica + 6leo de Chia (HFDC),
sendo os grupos CC e HFDC recebendo racé@o adicionada com 1.5% de Oleo de
chia. Foram avaliados o consumo de racdo e massa corporal, marcadores
bioquimicos de dislipidemia e dano oxidativo, marcadores hepaticos de dano
oxidativo, atividade das enzimas antioxidantes e expressdo de proteinas envolvidas
na resposta antioxidante. A analise estatistica foi realizada utilizando analise de
variancia one way ANOVA com significancia estatistica para p < 0,05 e pds testes de
Bonferroni. Ao final do periodo experimental os grupos HFD e HFDC apresentavam
massa corporal semelhante e concentracdo de colesterol total semelhantes, porém
maiores (p<0.05) que os grupos C e CC. A concentragdo sérica de triacilglicerol foi
superior (p<0.05) no grupo HFD comparado aos diferentes grupos experimentais, o
consumo de 6leo de chia reduziu (p<0.05) a concentracao sérica de triacilglicerol
nos animais que receberam dieta HFDC. Em relacdo aos danos oxidativos grupo
HFD apresentou maiores (p<0.05) concentracdes de F2-isoprostana (8-epi PGF2a) e
TBARs quando comparado aos demais grupos e consumo de oOleo de chia teve
efeito protetor na peroxidacéo lipidica. Também foi observado que o consumo de
6leo de chia aumentou (p<0.05) a atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT e
GPx. Observou-se ainda, que o consumo de 6leo de Chia aumentou (p<0.05) a
expressado de algumas proteinas envolvidas na atividade antioxidante como a SOD2,
CAT e néo influenciou a expressao de SOD1 e GPx. Houve também o aumento
(p<0.05) da expressdo de Nrf2 nos grupos que consumiram Oleo de Chia. Os
resultados demostram que o consumo de 6leo de Chia foi capaz de minimizar as
alteracdes metabodlicas e no sistema antioxidante, ocasionadas pela obesidade.
Sendo o 6leo de Chia uma fonte de ALA, o aumento do consumo dietético do 6leo
reflete uma maior conversdo em EPA e DHA. Esses efeitos estariam relacionados a
acao desses acidos graxos nos fatores de transcricdo relacionados ao metabolismo
de lipidios e atuacdo de forma direta na atividade as enzimas antioxidantes e
também relacionado a ativacdo do fator de transcricdo responsavel pela regulacéo
da expresséo das enzimas antioxidantes.

Palavras-chave: Obesidade. Chia. Estresse oxidativo.



ABSTRACT

BATISTA, A. Modulation of antioxidant activity by Chia oil consumption (Salvia
Hispanic L.) in a murine model of obesity induced by diet. 2016. 62 f.
Dissertacao (Mestrado em Nutricdo, Alimentacao e Saude) — Instituto de Nutricao,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, 2016.

Obesity is associated with a set of metabolic disorders mediated by oxidative stress
and inflammation. Fatty acids from the diet are important modulators of metabolic
responses, especially polyunsaturated fatty acids omega 3. The aim of this study was
to evaluate the influence of chia oil consumption of alpha-linolenic acid source, in a
murine model of obesity. 40 animals were divided in groups Control (C), Control +
Chia oil (CC), hyperlipidemic (HFDC) and hyperlipidemic + Chia oil (HFDC), and the
CC and HFDC groups receiving feed added with 1.5% oil chia. We evaluated the
food intake and body weight, biochemical markers of dyslipidemia and oxidative
damage, hepatic markers of oxidative damage, antioxidant enzyme activity and
expression of proteins involved in antioxidant response. Statistical analysis was
performed using analysis of variance one-way ANOVA with significance set at p<0.05
and after Bonferroni test. At the end of the trial period the HFD and HFDC groups
had similar body mass and concentration of similar total cholesterol, but higher
(p<0.05) than the C and CC groups. The serum concentrations of triacylglycerol was
higher (p<0.05) in HFD group compared to different experimental groups, the
consumption of chia oil reduced (p <0.05) serum concentrations of triacylglycerol in
rats that received HFDC diet. Regarding the oxidative damage HFD group showed
higher (p<0.05) F2-isoprostane concentrations (8-epi PGF2a) and TBARs when
compared to the other groups and chia oil consumption had a protective effect on
lipid peroxidation. It was also observed that the consumption of chia oil increased
(p<0.05) the activity of antioxidant enzymes SOD, CAT and GPx. It was also
observed that the Chia Oil consumption increased (p <0.05) the expression of certain
proteins involved in antioxidant activity as SOD2, CAT and did not influence the
expression of SOD1 and GPx. There was also increased (p <0.05) Nrf2 expression in
groups consuming Chia oil. There was also increased (p <0.05) Nrf2 expression in
groups consuming Chia oil. The results demonstrate that the Chia Oil consumption
was able to minimize the metabolic and the antioxidant system caused by obesity.
Being Chia Oil a source of ALA, increased oil dietary intake reflects a higher
conversion to EPA and DHA. These effects are related to the action of these fatty
acids in transcription factors related to lipid metabolism, acting directly in the activity
of antioxidant enzymes, and related to activation of the transcription factor
responsible for regulating the expression of antioxidant enzymes.

Key words: Obesity. Chia. Oxidative stress.
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INTRODUCAO

A obesidade € considerada uma epidemia global tanto em paises
desenvolvidos quanto em desenvolvimento (FLEGAL et al.,, 2012). Segundo a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a prevaléncia da obesidade mais do que
duplicou entre 1980 e 2014 em todo o mundo. Em 2014, dos adultos com mais de 18
anos, 39% estavam com sobrepeso e 13% obesos. A maioria da populacdo mundial
vive em paises onde a causa mortis por obesidade é maior do que por baixo peso
(WHO, 2015).

No Brasil, observa-se o aumento tanto do sobrepeso quanto da obesidade.
Segundo dados da Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para Doencas
Cronicas por Inquérito Telefénico-VIGITEL, a prevaléncia de excesso de peso na
populacdo adulta das 27 cidades monitoradas pela aumentou de 43,2% (2006) para
51,0% (2012), sendo de 1,37% o incremento anual médio calculado para o periodo.
A prevaléncia da obesidade aumentou de 11,6% para 17,4%, com incremento anual
de 0,89% (MALTA et al., 2014).

A obesidade € uma das principais causas de morbidade e mortalidade e esta
associada ao desenvolvimento de varias doencgas, incluindo a sindrome metabdlica,
diabetes mellitus, doencas cardiovasculares, doencas hepéaticas e cancer
(MARSEGLIA et al., 2014). Esta relacionada com um baixo grau de inflamacao
crbnica e estresse oxidativo. O estresse oxidativo € caracterizado por um
desequilibrio entre a formacao de radicais livres e as defesas antioxidantes e de ser
um dos mecanismos para o desenvolvimento das principais comorbidades
relacionadas a obesidade (VINCENT; TAYLOR, 2006).

Os acidos graxos 6mega 3 destacam-se por possuirem efeitos benéficos a
saude (BRENNA; DIAU, 2007; LEE; PARK, 2014; SIMOPOULOS, 2010). Os acidos
graxos poli-insaturados de cadeia longa da série 6mega 3 estdo associados a
prevencdo da obesidade, diabetes e melhoria no metabolismo lipidico (CALDER,
2012).

A chia (Salvia hispanica L.) € uma semente nativa do México e de partes da
América do Sul, rica em &cidos graxos poli-insaturados, proteinas e fibras, com alta
capacidade antioxidante (MARTINEZ-CRUZ; PAREDES-LOPEZ, 2014). Em relac&o

ao perfil de acidos graxos, possui um teor elevado de &cidos graxos 6mega-3



13

alfalinolénico, sendo considerada uma das fontes botanicas mais ricas (AYERZA,
COATES, 2005; AYERZA (H); COATES, 2011).

A identificacdo de fatores nutricionais que possam minimizar as importantes
alteracdes metabdlicas decorrentes da instalacdo da obesidade representa uma
estratégia com potencial de melhorar a qualidade de vida da populacédo, dada a
magnitude da prevaléncia desta doenca.

Considerando o potencial benéfico dos acidos graxos 6mega-3 e a forte
correlacdo entre o estresse oxidativo e as comorbidades associadas a obesidade,
deve-se explorar e compreender amplamente as repercussdes de seu consumo
dietético. Sendo a Chia, uma das fontes vegetais com maior concentracdo de acido
alfalinolénico, acido graxo da série 6mega 3, a conducdo de um ensaio experimental
em modelo animal que avalie o impacto do consumo desse alimento no grupo em
guestao torna-se pertinente. Os resultados podem contribuir para a formulacéo de
estratégias de intervenc¢ao e programas de nutricao e saude eficientes.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Obesidade

A obesidade € uma doenca cronica, de origem multifatorial, determinada pelo
acumulo excessivo de tecido adiposo (MUENNIG, 2008). A origem multifatorial se
desenvolve a partir da interacdo entre fatores sociais, comportamentais,
psicolégicos, metabdlicos e genéticos (KAUFER et al., 2001). E definida como a
presenca excessiva de gordura corporal e resulta do desequilibrio energético, onde
ingestdo de energia é superior ao gasto pelo organismo (HAJER; VAN HAEFTEN,;
VISSEREN, 2008; MARINOU et al., 2010).

O tecido adiposo encontrado nos mamiferos é subdividido em dois tipos,
tecido adiposo marrom (TAM) e tecido adiposo branco (TAB). Diferem no que diz
respeito a sua funcdo fisiolégica, morfologia, metabolismo e desenvolvimento
durante a ontogenia. O TAM tem func&o termogénica em quanto o TAB (CANNON;
NEDERGAARD, 2004).

O tecido adiposo branco vem sendo descrito ndo apenas como um tecido de
estoque de triacilglicerol. E um 6rgdo enddcrino capaz de secretar adipocinas que
desempenham papel importante na homeostase de varios processos fisiolégicos,
tais como metabolismo lipidico, glicidico, inflamagé&o, coagulagdo e comportamento
alimentar (FERNANDEZ-SANCHEZ et al., 2011; HAJER; VAN HAEFTEN;
VISSEREN, 2008). Dentre as adipocinas, encontram-se o fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a), a resistina, a leptina, a adiponectina e a interleucina 6 (IL-6)
(FONSECA-ALANIZ et al., 2007) Figura (1).
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Figura 1 - Principais adipocinas e seus papeis.

N Gasto energético
/N Sensibilidade a insulina
Adiponectina /N Oxidag8o de 4cidos graxos
Adiposidade -
Adiposidade + Resistina » v Sensibilidade a insulina
/N Gasto energético
/™ Sensibilidade a insulina
Leptina i 3 aci
Adiposidade + P ™ OX|dlag:ao de acidos graxos
VApetite
VActimulo de gordura
Adiposidade + 0 Lipélise
Vsensibilidade a insulina
¥ Apetite
Adipécito VGlut-4
N Gasto energético
WSensibilidade a insulina
VApetite

Legenda: TNF-alfa: fator de necrose tumoral-alfa; IL-6: Interleucina.
Fonte: Adaptado de SANCHEZ et al., 2011.

O tecido adiposo é composto por diversas células, adipécitos, fibroblastos,
fibroblastos pré-adipdcitos, células endoteliais e células do sistema imune, linfocitos
e macrofagos (CRISTANCHO; LAZAR, 2011). Alem disso, ndo é um tecido
heterogéneo, apresenta diferenca no perfil metabdlico e na secrecao de adipocinas
de acordo com a sua localizacdo, intra-abdominal (visceral) ou subcutaneo
(CASTEILLA et al., 2008; HAJER; VAN HAEFTEN; VISSEREN, 2008).

Na obesidade, o tecido adiposo é caracterizado pela hipertrofia e hiperplasia
do adipdcito, infiltracdo de macrofagos e ativacdo de células endoteliais (MARINOU
et al., 2010). O acumulo de gordura excessivo, associado as alteracdes patologicas
do tecido adiposo altera o perfil de secrecdo de adipocinas, contribuindo para o
aparecimento de alteragcbes metabolicas, conhecida como sindrome metabdlica,
caracterizada por: hiperglicemia, hipertensdo, dislipidemia, reducdo das
lipoproteinas de alta densidade (HDL) e obesidade abdominal (BONDIA-PONS;
RYAN; MARTINEZ, 2012; OLSON et al, 2012; TRAYHURN, 2013). Essas
alteracbes metabolicas sdo mediadas pelo estresse oxidativo, inflamacao e hipoxia
(RUPEREZ; GIL; AGUILERA, 2014).
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O figado tem um papel central no metabolismo carboidratos, lipidios e
esterdides e desempenha um papel essencial nas desordens metabdlicas
relacionadas a obesidade (MARCEAU et al., 1999; TURNER et al.,, 2011). O
consumo de dietas hiperlipidicas favorece o desenvolvimento da doenca hepatica
gordurosa nédo alcoodlica (DHGNA) (CARMIEL-HAGGAI, 2004). O acumulo excessivo
de lipidios no figado, resultante do aumento de acidos graxos livres circulantes, é o
primeiro passo no desenvolvimento de doenca hepatica nado-alcodlica. A DHGNA
inclui um amplo espectro de alteracdes (inflamacéo, fibrose e cirrose), variando do
acumulo de gordura (esteatose) até esteato-hepatite ndo alcoolica(FERNANDEZ-
SANCHEZ et al., 2011).

O aumento do estresse oxidativo associado a inflamacéo é considerado maior
mecanismo no desenvolvimento das comorbidades da obesidade (HOTAMISLIGIL,
2006; NUNN; BELL; GUY, 2009). Estudos recentes apontam que 0S mecanismos
pelos quais a obesidade e a ingestdo energética aumentada exercem efeitos
prejudiciais a saude estdo relacionados a capacidade de induzir estresse oxidativo
(DINIZ et al., 2008). Em humanos e modelos experimentais de obesidade tem sido
demostrado forte correlagéo entre adiposidade e marcadores do estresse oxidativo
sistétmico (PAUSOVA, 2006). Em humanos, marcadores da peroxidacao lipidica,
TBARS (plasmatico) e F2-isoprostana (urinario) aumentados estdo correlacionados
com indice de massa corporal e circunferéncia de cintura em humanos obesos.
Niveis plasmaticos de peroxidac¢éao lipidica elevados também foram encontrados em
modelos animais de obesidade (FURUKAWA et al., 2004).

Mudancas no estilo de vida e na dieta acarretaram um aumento no nimero de
individuos obesos; a obesidade tem sido considerada como um fator causal
importante de varias doencas (LASTRA; MANRIQUE; HAYDEN, 2006). Estudos
demostram que o0 sobrepeso e a obesidade sdo importantes causas de
comorbidades, incluindo diabetes mellitus tipo 2, doencas cardiovasculares, doencas
hepaticas e varios tipos de cancer, o que pode levar a uma maior morbidade e
mortalidade (CHAN; WOO, 2010; MARSEGLIA et al., 2014).
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1.2 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo é o desequilibrio entre a geracdo de oxidantes (radicais
livres) e mecanismos de defesa antioxidantes (HIGDON; FREI, 2003). Pode ser
resultante tanto do excesso da producdo de radicais livres e/ou reducédo da
capacidade antioxidante (ROBERTS et al., 2006).

Os radicais livres s&o moléculas altamente reativas com elétrons
desemparelhados que se ligam rapidamente com as moléculas proximas. Espécies
reativas de oxigénio (EROs) sdo moléculas contendo oxigénio que podem ou ndo
possuir elétrons desemparelhados, mas sdo altamente reativos em tecidos. EROs
incluem anién superoxido (0O;), peréxido de hidrogénio (H.O,), radical hidroxila
(OH"), 6xido nitrico (NO), hipoclorito e peroxinitrito (ONOO-, resultantes da reagéo
entre O, e NO)(ECHTAY, 2007; STEINBRENNER; SIES, 2009).

EROs podem ser produzidos por diferentes vias, sendo a cadeia respiratoria
mitocondrial a principal fonte por possuir varios centros redox, capazes de transferir
um elétron da molécula de oxigénio para formar anion superdéxido (ECHTAY, 2007).
Outra fonte importante de EROs e espécies reativas de nitrogénio sao as oxidases
de membranas, dentre elas destaca-se o complexo enzimatico NADPH oxidase
(NUNN; BELL; GUY, 2009). Baixas concentracfes de radicais livres sdo necessarias
para o estado redox celular normal, funcionamento celular e sinalizacdo intracelular
(YU, 1994).

Em condicdes fisioldgicas, as células apresentam um sistema de defesa
antioxidante. Este sistema tem a funcédo de inibir e/ou reduzir os danos causados
pela acao deletéria dos radicais livres ou das EROs. Essa defesa inclui antioxidantes
nao enzimaticos: a-tocoferol (vitamina E), acido ascorbico (vitamina C), 3-caroteno e
acido lipoico (CHAISWING; OBERLEY, 2010; MORALES et al, 2014), e
antioxidantes enzimaticos que incluem as enzimas superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). A SOD catalisa a dismutagdo do
anion superoxido (O,) em O, e peréxido de hidrogénio (H,0;,). Possui trés
isoformas, a Mn-SOD mitocondrial, Cu/Zn-SOD citoplasmatica e a SOD extracelular.
As SOD constituem o maior sistema de defesa do organismo contra o anion
superéxido (ROBERTS; SINDHU, 2009).
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O H,0, formado pela dismutagédo do O, pela SOD é convertido em H,O e O,
pela catalase, uma enzima antioxidante localizada em peroxissomos celulares. Além
da catalase, a glutationa peroxidase (GPx) também remove H,O, por acoplar sua
reducdo com a oxidacdo da glutationa reduzida (GSH). A GPx é uma enzima
antioxidante que contém selénio e, além de reduzir efetivamente o H,0O,, reduz
também peroxidos lipidicos a lipidios alcodlicos. Essas enzimas estdo presentes no
citoplasma e também estdo presentes na matriz mitocondrial (LIMON-PACHECO:;
GONSEBATT, 2009; WASSMANN; WASSMANN; NICKENIG, 2004).

A regulagdo dos sistemas antioxidantes e resposta celular ao estresse
oxidativo envolve vérias moléculas sinalizadoras, dentre elas, o fator nuclear
eritroide 2 (Nrf2). O Nrf2 € um fator de transcricdo responsavel pela regulacdo do
equilibrio redox celular e expressdo das enzimas antioxidantes, CAT, GPx, SOD,
heme oxigenase | (HO-I), entre outras enzimas de detoxificacdo de fase Il
(KOBAYASHI; YAMAMOTO, 2005; MITSUISHI; MOTOHASHI; YAMAMOTO, 2012).
Em condi¢cdes normais esta no citoplasma associado a proteina Keapl (Kelch-like
ECH-associated protein 1) formando um complexo inativo. A Keapl serve como
substrato para interacdo do Nrf2 com um complexo ubiquitina-ligase (Ub) levando a
ubiquitinacdo de Nrf2 e degradacgéo proteossomal (Figura 2A).

A exposicédo a diferentes estressores, o Nrf2 € dissociado da proteina Keapl,
via proteossoma e transloca para o nucleo. Uma vez no interior do nucleo, Nrf2
dimeriza com pequenas proteinas Maf que conduzem a sua interagdo com O
elemento responsivo a antioxidante (ARE), nas regides promotoras de diversos
genes, ativando a sua transcricdo (KOBAYASHI; YAMAMOTO, 2005; OSBURN;
KENSLER, 2008) (Figura 2B).

Adicionalmente, estudos demonstram que a via do Nrf2 é responsavel pela
resposta antioxidante e pode ser modulada por diferentes componentes dietéticos.
Esses atuariam em parte através do aumento Nrf2, dentre eles destacam-se o0s
compostos fendlicos; acidos graxos de cadeia longa da série 6mega 3 (EPA e DHA)
(PALL; LEVINE, 2015); sulfarofano, licopeno, vitamina E e alicina (CARDOZO et al.,
2013).

Altas concentragbes de EROs e radicais livres danificam o acidos nucleicos,
proteinas, carboidratos e lipidios das células, comprometendo sua funcdo (YU,
1994). Biomarcadores ou produtos finais do processo oxidativo mediado por radicais

livres séo utilizados, frequentemente, para estimar o stress oxidativo. Por exemplo, o
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malondialdeido (MDA), substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS),
hidroxiperoxidos lipidicos, dienos conjugados, e a F2-isoprostana (8-epi PGF2«x). Os
hidroperoxidos sdo gerados nos estagios iniciais da peroxidacéo lipidica, enquanto

MDA e F2-isoprostana sao formados no final do processo de oxidativo (HALLIWELL,
WHITEMAN, 2004).

Figura 2 - Representacdo esquematica da via do Nrf2-Keap1.
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Legenda: Em condi¢Bes normais, o Nrf2 estd associoado a Keapl no citoplasma. Em condi¢Ses de
estresse o Nrf2 é ativado se transloca para o ndcleo, apos a ligacdo de proteinas Maf se liga ao
elemento de resposta antioxidante (ARE) e aumenta a transcri¢éo de genes regulados pelo Nrf2 (e.x.
GPx, CAT, SOD).

Fonte: Adaptado de LOBODA et al., 2016.

1.3 Obesidade e estresse oxidativo

Existem varios fatores que podem contribuir para o0 aumento do estresse
oxidativo na obesidade, dentre eles a inflamacgéo cronica, a hiperglicemia, o aumento
da atividade muscular para transportar o excesso de peso, o0 aumento da oxidacao
de lipidios e defesas antioxidantes inadequadas (FERNANDEZ-SANCHEZ et al.,
2011; VINCENT; TAYLOR, 2006) (Figura 3).
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A associacéao entre a obesidade e o estresse oxidativo esta relacionada com a
producéo irregular de adipocinas (ESPOSITO et al., 2006), o tecido adiposo em
excesso € fonte de citocinas pro-inflamatérias, incluindo TNF-q, IL-1 e IL-6. Assim, a
obesidade é considerada um estado de inflamacdo crbnica. Estas citoquinas sao
potentes estimuladores para a producdo de EROS e espécies reativas de nitrogénio
por macrofagos e mondcitos (FONSECA-ALANIZ et al., 2007).

Estados hiperglicémicos podem induzir o aumento de espécies reativas de
oxigénio (ROS) através de varios mecanismos, incluindo a formacdo ndo enzimatica
aumentada de produtos finais da glicagdo avancada, fluxo aumentado da via do
poliol e aumento da producdo de anion superdxido (Oy),através da ativacdo
mitocondrial, proteina-quinase C dependente e de NADPH-oxidases em diversos
tecidos (BROWNLEE, 2001).

Na obesidade as taxas de respiracdo celular e consumo de oxigénio estao
elevados devido a carga mecanica. Como consénquencia, 0 maior consumo de
oxigénio gera a producdo de EROs, como anion superoéxido, radicais hidroxila, e
derivados de peréxido de hidrogénio a partir do aumento da respiracdo mitocondrial
(KHAN; NAZ; YASMEEN, 2006).

Outro fator € o aumento do consumo e estoque de lipidios, o excesso
intracelular de triacilglicerol e dislipidemia sdo caracteristicas da obesidade (DAVI et
al., 2002; VINCENT; MORGAN; VINCENT, 2004) . Os lipidios séo utilizados como
substrato para oxidacédo. A oxidacdo mitocondrial e peroxissomal dos acidos graxos
sdo capazes de produzir radicais livres no figado resultando no estresse oxidativo
(DUVNJAK et al, 2007). Os é&cidos graxos livres também s&o ativadores da
producdo de anibn superoxido pela NADPH oxidase em varias células
(SCHONFELD; WOJTCZAK, 2008). A NADPH oxidase compreende a principal via
de producao de EROs nos adipécitos (MORROW, 2003). Outro possivel mecanismo
para o aumento da producdo de EROs durante a obesidade € o tipo de dieta. O alto
consumo de carboidrato e lipidios esta associado a saturacdo da cadeia
transportadora de elétrons e consequente aumento de ROS (FURUKAWA et al.,
2004).

Alteragcbes na defesa antioxidante ocorrem na obesidade. Adequadas
concentracfes de antioxidantes enzimaticos e ndo enziméticos sdo fundamentais
para manter o equilibrio redox dos tecidos. Na obesidade a inadequacdo das

defesas antioxidantes pode ocorrer pela baixa ingestdo de antioxidantes e
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fotoquimicos protetores na dieta (VINCENT; BOURGUIGNON; TAYLOR, 2010).
Além disso, a atividade das principais enzimas antioxidantes também pode estar

reduzida na obesidade. Estudos em modelos animais e em humanos demostraram
reducao da atividade de SOD e GPx (BELTOWSKI et al., 2000; OZATA et al., 2002).

Figura 3 - Esquema representativo dos fatores relacionados ao aumento
do estresse oxidativo na obesidade.
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Fonte: O autor, 2016.

1.4 Acidos graxos poli-insatudos

e

T Lipideos
Carboidratos

Os acidos graxos poli-insaturados (AGPI) sdo aqueles que apresentam duas

ou mais duplas ligacdes (insaturacdes) entre as cadeias de carbono. Abrangem as

familias de acidos graxos 6mega 3 (n-3) e mega 6 (n-6) com a primeira dupla

ligagdo ocorrendo no terceiro e no sexto carbono a partir do carbono metilico
terminal, n-3 e n-6, respectivamente (MARTIN et al., 2006; RUIZ-LOPEZ et al.,

2012).

Destacam-se por possuirem efeitos benéficos a saude, sdo considerados

importantes nutrientes bioativos que regulam diversas condi¢des fisioldgicas,

modulam o desenvolvimento do cérebro e da cognicdo, regulam a resposta

infamatoria e o sistema imune, assim como o desenvolvimento de muitas doencgas,
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tais como doencas cardiovasculares, diabetes e cancer (BRENNA; DIAU, 2007;
LEE; PARK, 2014; SIMOPOULOQOS, 2010).

Os trés acidos graxos 6mega 3, nutricionalmente importantes, sdo acido
alfalinolénico (ALA; C18: 3n-3), o acido eicosapentaendico (EPA; C20: 5n-3) e acido
docosahexandico (DHA, C22: 6n-3) (LEE et al., 2009). Os acidos graxos 6mega 6
incluem o acido linoleico (LA; C18:2n-6) e o acido araquiddnico (AA; C20:4n-6)
(RUIZ-LOPEZ et al., 2012). Tanto o ALA quanto o LA, sdo considerados acidos
graxos essenciais, pois ndo séo sintetizados e devem, portanto, ser ingeridos pela
dieta (VENEGAS-CALERON; SAYANOVA; NAPIER, 2010).

O ALA é proveniente de fontes vegetais, € encontrado nas plantas verdes,
castanhas e 6leos botanicos, como o 6leo de semente de linhaca e 6leo de chia
(AYERZA; COATES, 2005; HIBBELN et al., 2006; LEE et al., 2009). O LA também é
encontrado em Oleos vegetais (soja, milho, de palma, e éleos de canola). No
organismo humano, sdo precursores para a sintese de acidos graxos poli-
insaturados de cadeia longa (AGPI-CL), competem pelas enzimas dessaturases e
alongases para a adicdo de carbonos ou ligacfes duplas em suas cadeias, 0 ALA
pode ser convertido a EPA e DHA e o LA pode ser convertido a AA. Porém, as taxas
exatas de producao endogena de EPA e DHA séo desconhecidas (BOURRE, 2004).

A Figura 4 apresenta as etapas mais importantes da conversdo de LA e ALA
em seus derivados insaturados. Uma das enzimas chave no metabolismo de acidos
graxos essenciais e poli-insaturados € a a-6-dessaturase que reconhece e
metaboliza LA e ALA produzindo os acidos gamalinolénico (GLA) e esteariddnico
(STD), respectivamente. A afinidade da A-6-dessaturase pelos &cidos graxos
essenciais é diferente, a concentracdo de ALA precisa ser cerca de 10 vezes maior
gue a de LA para inibir em 50% a formacao de GLA, sugerindo que na presenca de
alta concentracdo de LA, a via de formacdo do AA ¢é preferencial. Apls a
dessaturacéo pela a-6-dessaturase, um ciclo de alongamentos e dessaturacoes pela
A-5-dessaturase gera AA e EPA, a partir de LA e ALA, respectivamente. Em
mamiferos, dois ciclos de alongamentos e uma dessaturacdo pela A-6-dessaturase
formam os &cidos tetracosaexaenoico e tetracosapentaendico. Esses dois acidos
graxos séo transferidos do reticulo endoplasméatico para peroxissomos, onde séo
submetidos a beta-oxidagdo para gerar DHA e DPA e retornam ao reticulo
endoplasmatico (CALDER, 2012; CALDER; YAQOOB, 2009).
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Embora ambos, AGPI n-3 e n-6, sejam substratos para mediadores lipidicos e
sejam incorporados como componentes estruturais na formacdo de bicamadas
lipidicas das membranas celulares, os efeitos bioldgicos dos AGPI n-3 sao diferentes
dos efeitos dos AGPI n-6. Sob acdo das enzimas cicloxigenases (COX) e
lipoxigenases (LOX), os AGPI n-6 levam a formacgédo de prostandides da série 2
(prostaglandinas E2, prostaciclinas 12 e tromboxanos A2) e leucotrienos da série 4
(LTB4, LTC4 e LTE4), compostos caracterizados pela acao pro-inflamatéria e pro-
agregatoria. Por outro lado, os AGPI n-3 sdo precursores de prostanodides da série 3
(prostaglandinas E3, prostaciclinas I3 e tromboxanos A3) e leucotrienos da série 5
(LTB5, LTC5 e LTE5) que séo biologicamente menos ativos, resultando em uma
resposta antiinflamatéria (CALDER, 2012; CALDER; YAQOOB, 2009).

Figura 4 - Biossintese dos acidos graxos poli-insaturados.
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Fonte: Adaptado de RUSSO, 2009 .

Os acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa (AGPI-CL) também podem
ser obtidos pela dieta. O AA em carne vermelha, ovos e aves (MEYER et al., 2003).
O EPA, o acido docosapentaendico (DPA) e o DHA séo encontrados quase que

exclusivamente derivados de fontes marinhas, foram propostos como 0s nutrientes
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essenciais responsaveis pelos efeitos cardioprotetores potenciais do consumo de
peixes. Como o DPA é um intermediario entre o EPA e o DHA e esta presente em
guantidades relativamente pequenas, as pesquisas tiveram seu foco principal no
EPA e no DHA (HE, 2009)

Os AGPI-CL n-3 exercem numerosos efeitos benéficos, tais como a melhoria
do metabolismo dos lipidios e a prevencdo da obesidade e da diabetes, o que em
parte resulta da acdo metabdlica desses acidos graxos no tecido adiposo (FLACHS
et al., 2005). E possivel que o ALA possa exercer efeitos fisioldgicos similares ao
EPA e DHA (SIMOPOULOS, 1999). A atividade biolégica do ALA esta
provavelmente relacionada com a sua conversao em EPA (CALDER, 2012).

Os efeitos de AGPI-CL n-3 dependem da relacdo n-6 (omega-6) e n-3 da
dieta, uma vez que o ALA e o acido linoleico competem por enzinas no seu
metabolismo, quantidades excessivas de &cido linoleico diminuem a formagéo de
EPA e DHA a partir do ALA (FLACHS et al.,, 2005; MASSIERA et al., 2003).
Atualmente, na dieta ocidental, essa relacdo situa-se entre 10-20/1. Uma razdo mais
baixa € mais desejavel para a reducdo do risco de muitas das doencas como
sindrome metabdlica, doencas cardiovasculares e alguns tipos de céancer
(MOLENDI-COSTE; LEGRY; LECLERCQ, 2011; SIMOPOULQS, 2008).

Evidéncias sugerem que os efeitos biolégicos dos &acidos graxos poli-
insaturado 6mega-3 e o0s seus metabolitos, EPA e DHA, incluem efeitos anti-
inflamatorios, reducdo da producdo de citocinas e reducdo do estresse
oxidativo(KUSUNOKI et al., 2013).

Estudos tem demonstrado o efeito dos acidos graxos n-3 no estresse
oxidativo. Um estudo com animais os n-3 modularam a atividade de enzimas anti-
oxidantes, tais como superéxido dismutase (SOD) e catalase em figados de ratos
diabéticos alimentados com uma dieta rica em gordura (DE ASSIS et al., 2012).

Os efeitos metabadlicos dos AGPI n-3 parecem envolver multiplos mecanismos
gue envolvem importantes estruturas celulares como a membrana, o citossol e o
nacleo. Para algumas acdes parecem atuar através de receptores, de modo que
influenciam os processos sinalizacdo e a regulacdo de padrbes de expressao
génica, incluindo os fatores de transcricdo: receptores ativados por proliferadores de
peroxissomos (PPARS) e o fator nuclear kappa B (NF-kB)(CALDER, 2012; FLACHS
et al., 2009).
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1.5 Chia (Salvia hispanicalL.)

A Chia (Salvia hispanica L.) é uma planta herbacea anual, que pertence a
familia Lamiaceae, nativa do sul do México e do norte da Guatemala (AYERZA (H),
1995). As sementes de Chia fazem parte da nutricdo humana desde 1500 AC
(AYERZA; COATES, 2005; CAHILL, 2003). Tradicionalmente as sementes tém sido
utilizadas como alimento, em uma grande variedade de remédios tradicionais e em
cosméticos. Em muitos paises, sdo amplamente utilizadas devido ao seu potencial
nutricional e terapéutico (ULLAH et al., 2016).

As sementes de Chia sao fonte de proteina (até 26%)(AYERZA (H); COATES,
2011); fibra dietética (até 40%) (REYES-CAUDILLO; TECANTE; VALDIVIA-LOPEZ,
2008); antioxidantes, minerais essenciais tais como célcio, magnésio, fosforo, ferro,
zinco e cobre; e vitaminas tais como a tiamina, niacina, riboflavina, vitamina C e
vitamina E (MUNOZ et al., 2013). Sendo que o teor de nutrientes pode ser afetado
por fatores ambientais (AYERZA, 2009).

Em sua composicdo, destaca-se o contetdo de lipidios com cerca de 25 a
40%, sendo 60% deste de omega-3 (n-3), acido alfalinolénico (ALA, C18: 3n-3) e
20% de omega-6, acido linoleico (REYES-CAUDILLO; TECANTE; VALDIVIA-
LOPEZ, 2008). E uma das fontes botanicas mais ricas de ALA (AYERZA; COATES,
2005). As sementes de Salvia hispanica L. possuem elevado teor de acidos graxos
essenciais 6mega-3, 6, 9 e fibra, assim tem sido associada a varios beneficios para
a saude (AYERZA, 2009). A figura 5 apresenta as imagens da Salvia hispanica L
planta, semente e capsula de 6leo extraido da semente.

Estudos demostram que a incorporacdo de Salvia hispanica L.na alimentacao
de frangos pode melhorar o valor nutricional de seus produtos, por aumentar o teor
de 6mega-3 e diminuir o conteudo de colesterol da carne (AYERZA; COATES;
LAURIA, 2002; BETTI et al., 2009) e ovos (AYERZA; COATES, 2000). As sementes
de Chia tem sido adicionadas as ra¢des de animais para melhorar o teor de 6mega 3
de carne de porco (AYERZA; COATES; LAURIA, 2002) e carne de coelho
(PEIRETTI; MEINERI, 2008).
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Figura 5 - Salvia hispanica L. -Chia

Legenda: Salvia hispanica L planta, semente e capsula de Oleo
extraido da semente.
Fonte: Adaptado de MOHD ALl et al., 2012.

Alguns estudos demonstraram o beneficio do consumo da Chia. Animais
alimentados com uma dieta contendo 16% de sementes de chia apresentaram
concentracbes plasmaticas aumentadas ALA, EPA e DHA, reducdo dos niveis
plasmaticos de triacilglicerol e aumento do HDL (AYERZA; COATES, 2007). O
consumo de semente de Chia (36,2 g%) foi capaz de melhorar a sensibilidade a
insulina e a tolerancia a glicose, reduzir a adiposidade visceral, diminuir a esteatose
hepatica e inflamagdo em ratos resistentes a insulina e com dislipidemia (OLIVA et
al., 2013).

Um estudo recente, em modelo animal de obesidade induzida pela dieta,
avaliou o efeito da ingestdo de 6leo (4%m/m) e semente de Chia (13,3%) no
estresse oxidativo, na intolerancia a glicose e nas complicacbes da obesidade
induzida pela dieta. O consumo de semente de chia ou 6leo chia ndo reduziram o
ganho de peso corporal ou o acumulo de gordura abdominal. No entanto, melhoram
0 metabolismo da glicose e de tolerancia a insulina. Oleo de chia restaurou a
expressdo da superoxido dismutase e da glutationa peroxidase (MARINELI et al.,
2015a).

Em humanos, o consumo de aproximadamente 37 g de semente de chia na
forma de suplemento e pao, durante 12 semanas, reduziu a pressao arterial sistélica
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e a proteina C reativa (PCR), aumentou as concentragdes no soro de ALA e EPA
sem afetar o peso corporal em individuos recebendo tratamento convencional para
diabetes (VUKSAN et al., 2007). Ja o consumo da semente de chia em forma de po,
25¢, duas vezes ao dia, por 12 semanas, aumentou as concentracdes plasmaticas
de ALA, mas as concentracdes de EPA e DHA, composi¢éo corporal, biomarcadores
de inflamacédo (PCR, IL6, proteina quimiotatica de mondcitos 1, MCP-1 e TNF-alfa),
e estresse oxidativo (capacidade antioxidante equivalente ao Trolox e nitrito
plasmatico) ndo alteraram (NIEMAN et al., 2009). Em outro estudo de intervencgao
humana, a suplementacdo de 35g de farinha de Chia, por 12 semanas, reduziu a
pressdo sanguinea ambulatorial e clinica, tanto em individuos hipertensos nao
tratados farmacologicamente, quanto naqueles previamente tratados com terapia
medicamentosa. Também foi capaz de reduzir marcadores do estresse oxidativo
(MDA e nitrito plasmatico), sem alterar marcadores inflamatérios (PCR e a-1-
glicoproteina acida)(TOSCANO et al., 2014).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a influencia do consumo do 6leo de chia nos marcadores de estresse

oxidativo em modelo murino de obesidade induzida pela dieta.

2.2 Objetivos Especificos

» Determinar a influencia do 6leo de chia no consumo de racdo e massa
corporal.

= Avaliar o impacto da adicdo de Oleo de chia na dieta em marcadores
bioguimicos de dislipidemia e dano oxidativo.

» Avaliar marcadores do dano oxidativo no tecido hepatico.

»= Avaliar a atividade de enzimas antioxidantes.

» Analisar a expressao de proteinas chave envolvidas na resposta antioxidante.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Modelo experimental

Todos os experimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica Para o
Cuidado e Uso de Animais Experimentais do Instituto de Biologia Roberto Alcantara
Gomes da UERJ (protocolo: CEUA/035/2013, anexo).

Foram utilizados quarenta camundongos C57BIl/6 machos, provenientes da
Universidade Federal de Minas Gerais. Os animais foram mantidos no Biotério do
Departamento de Farmacologia e Psicobiologia /IBRAG/UERJ, em temperatura
média de 21° C e com ciclo de luminosidade de 12 h (claro e escuro). ApGs o
nascimento, os camundongos foram mantidos na propor¢cdo de uma mée para 6
filhotes, durante o periodo de amamentacdo. Logo apés o desmame (21 dias), os
animais foram divididos em dois grupos recebendo agua e rag¢do ad libitum durante
noventa dias, sendo metade dos animais recebendo dieta controle (dieta
normocaldrica AIN93-G) e a outra dieta hiperlipidica (lipidios compondo 45% do
valor cal6rico). Vide tabela 1- Composicao das dietas.

Ao final de noventas dias, os grupos foram subdivididos, recebendo as dietas
por quarenta e cinco dias, sendo eles:

a) Controle (C, recebendo dieta controle);

b) Controle + 6leo de Chia (CC, recebendo dieta controle + 6leo de Chia -1,5%
m/m);

c) Hiperlipidica (HFD, recebendo dieta hiperlipidica, com lipidios compondo 45% do
valor cal6rico);

d) Hiperlipidica + 6leo de Chia (HFDC, dieta hiperlipidica, com lipidios compondo

45% do valor caldrico + 6leo de Chia -1,5% m/m).



Tabela 1. Composicéo das dietas

DIETAS
Nutrientes (g/KQ) Controle  Controle Chia HFD HFD CHIA
©) (CO) (HFDC)
Amido de milho 531,75 531,75 375,75 375,75
Caseina 200,0 200,0 200,0 200,0
Sacarose 100,0 100,0 100,0 100,0
Oleo de soja 70,0 70,0 70,0 70,0
Celulose 50,0 50,0 50,0 50,0
Mix de minerais * 35,0 35,0 35,5 35,5
Mix de vitaminas * 10,0 10,0 10,0 10,0
L-cistina 3,0 3,0 3,0 3,0
Colina 0,25 0,25 0,25 0,25
Banha 0,0 0,0 156,0 156,0
Oleo de Chia 0,0 15,0 0,0 15,0
Carboidrato (g/Kg) 631,75 631,75 475,75 475,75
Proteina (g/Kg) 200,0 200,0 200,0 200,0
Lipidio (g/KQg) 70,0 85,0 226,0 241,0
Carboidrato (Kcal/g) 2,5 2,5 1,9 19
Proteina (Kcal/g) 0,8 0,8 0,8 0,8
Lipidio (Kcal/g) 0,6 0,8 2,0 2,2
Energia (Kcal/g) 3,9 4,1 4,7 4,8

*Segundo AIN93-G.
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Apébs noventa dias com a dieta, aos 135 dias de vida, os animais foram

mantidos em jejum por 12h, em seguida foram anestesiados com quetamina (50

mg/kg) e xilazina (20 mg/kg). O protocolo experimental esta representado na figura

3. As amostras de sangue foram obtidas por puncdo cardiaca. O plasma foi

separado por centrifugacdo (3000 rpm durante 10 min) a temperatura ambiente e

armazenado individualmente a -20 ° C até o ensaio. O figado foi removido,

congelado em nitrogénio liquido e armazenado a -80°C para analise subsequente.
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Figura 6 - Linha do tempo das dietas.
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Legenda: Animais do grupo Controle (C), controle com 1,5% de
6leo de Chia (CC), hiperlipidico com 45% de lipidios (HFD),
hiperlipidico com 1,5% de 6leo de Chia (HFDC).

3.2 Ingest&o alimentar e massa corporal

A ingestao de racao (g) dos camundongos foi monitorada a cada 2 dias e a
massa corporal (g) foi aferida semanalmente. O consumo de racdo diario foi
calculado fazendo a diferenca da quantidade fornecida pela sobra dividida pelo

namero de animais (n) vezes dois (referente aos dias), entéo:

Ingestao (racdo) = (Oferta — sobra)/2n
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3.3 Andlises bioquimicas

3.3.1 Colesterol total e triacilglicerol

O colesterol total e o triacilglicerol (TG) foram avaliados no plasma através de
Kit comercial (Sistema Diagndstico Roche) que se baseia em método colorimétrico
descrito por Friedewald (1972) (FRIEDEWALD; LEVY; FREDRICKSON, 1972). As
concentragfes plasmaticas foram expressas em mg/dL.

3.4 Ensaios de pré-oxidantes

3.4.1 Determinacé&o de Isoprostanas (8-iso-PGFy, )

Este método é utilizado para a avaliacdo do estado de oxidacao dos &cidos
graxos em sistemas biologicos. Consiste na afericdo do 8-iso-PGF,, isoprostanas,
eicosandides derivados da acdo de radicais livres sobre os &cidos graxos poli-
insaturados. Baseia-se na competicdo entre a 8-iso-PGF,, isoprostana e a 8-iso-
PGF,, isoprostana-acetilcolinesterase conjugada (marcador) por um limitado namero
de sitios ligadores para antissoro especifico de 8-iso- PGF,, isoprostana.

Para a analise de 8-iso-PGF,, isoprostana de foram utilizadas amostras de
plasma dos animais. As amostras foram estocadas a -80 °C na presenca de 0,005%
de butil-hidroxi-tolueno para anélise posterior.

A determinacgéo de 8-iso-PGF,, isoprostana foi realizada por ELISA (Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay), utilizando kit comercial Cayman ChemicalCo. A
leitura das placas foi realizada em espectrofotdmetro com comprimento de onda de

405-420 nm. Os resultados foram expressos em pg/mL de amostra.
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3.4.2 Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitirico (TBARS)

Este método é utilizado para a avaliacdo do estado de oxidacdo dos acidos
graxos em sistemas bioldgicos. O dano em lipidios de membrana é determinado
pela formacdo de subprodutos da peroxidacao lipidica (malondialdeido-MDA), que
sao substancias reativas ao aquecimento do acido tiobarbitarico formadas durante a
peroxidacdo em sistemas de membranas e microssomos. MDA reage com o (acido
tiobarbitdrico) TBA gerando um produto colorido réseo lido em espectrofotometro
(532 nm). Esta padronizacao foi realizada utilizando a técnica descrita por Draper &
Hadley, 1990 (DRAPER; HADLEY, 1990) e adaptada para medida em figado.

Foram utilizados 200 ul de homogenato de figado para 600 ul de &cido
tricloroacético (TCA). As amostras foram centrifugadas por 10 min em 1000 rpm a
4 °C. Separou-se 500 ul do sobrenadante em um tubo de ensaio com tampa e
adicionou-se 500 ul de TBA (0,67%). Os tubos foram colocados em banho seco
(100 °C) por 30 minutos. Deixou-se esfriar por 5 minutos e posteriormente foi feita a
leitura em espectrofotbmetro (532 nm; Ultrospec 2100 Pro — Amersham

Biosciences, Buckinghamshire, UK).

3.4.3 Dosagem de proteinas (Bradford)

As proteinas totais das amostras estudadas foram quantificadas através do
método de Bradford em placa de 96 pocos, utilizando a albumina bovina (SIGMA®)
(BRADFORD, 1976).
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3.5 Atividade Enzimética Antioxidante

3.5.1 Atividade da superdxido dismutase (SOD)

A enzima SOD catalisa a dismutacdo do anion superoxido (O,-) em oxigénio
(O,) e peroxido de hidrogénio (H2O,). A noradrenalina é oxidada pelo O,- para
formar um produto réseo, adrenocromo. A atividade da SOD foi determinada
medindo-se a inibicdo da auto-oxidagdo da noradrenalina, por espectofometria
(BANNISTER; CALABRESE, 1987).

Foi utilizado 20 pl, 40 ul e 60 ul de cada amostra de homogenato de figado
em cubetas separadas. Em cada cubeta foi adicionado 1,940 mL de tampé&o glicina
(3,75 mg/mL de &gua destilada), 20 ul de catalase (1,2 mg/mL de agua destilada) e
40 ul de noradrenalina (19 mg/ml de agua destilada). A concentracdo de
adenocromo foi medida, em um intervalo de 180 minutos, espectofotometricamente

(480 nm; Ultrospec 2100 Pro - Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK)

3.5.2 Atividade da catalase (CAT)

A catalase é uma hemoproteina que catalisa a degradacdo do perdxido de
hidrogénio (H,0,), formando oxigénio molecular e agua. A atividade enziméatica foi
avaliada pelo consumo de perdxido hidrogénio pela reacéo, por espectrofotometria
no comprimento de onda de 240 nanbmetros (Ultrospec 2100 Pro - Amersham
Biosciences, Buckinghamshire, Uk; (AEBI, 1984).

Foram utilizados 60 ul de amostra de homogenato de figado em cubetas
(quartzo) separadas. As amostras foram incubadas com 2 mL de tampéao fosfato

(PBS) e H,0,(0,16%). A concentracéo de H,O, foi avaliada durante 60 segundos.
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3.5.3 Atividade da glutationa peroxidase (GPx)

A GPx é uma enzima selénio-dependente que catalisa a reducdo do H,O; e
hidroperdxidos orgéanicos para H,O e alcool, usando a glutationa (GSH) como
doadora de elétrons. Esta localizada tanto no citosol quanto na matriz mitocondrial.
A atividade da GPx foi medida em funcdo da taxa de decaimento da NADPH, por
espectrofotometria no comprimento de onda de 340 nandémetros (FLOHE;
GUNZLER, 1984).

Foram utilizados 60ul de homogenato figado em cubetas separadas. Em cada
cubeta foi adicionado 1540ul de tampéo fosfato (PBS), glutationa reduzida (GSH; 2
mM), glutationa redutase (GR; 0,11 mg/mL), azida sodica (0,065 mg/mL) e incubada
por 10 minutos. Em seguida, foi adicionado 200 pl de NADPH (10 nM) e a leitura
realizada por 3 minutos. Posteriormente a esta leitura foi adicionado 200ul de
peréxido de hidrogénio H,0; (3%) e lido por 5 minutos. (340nm; Ultrospec 2100 Pro -

Amersham Biosciences, Buckinghamshire, Uk)

3.6 Andlise da expressdao de proteinas por Western Blotting

Western blot € uma técnica para separar e identificar proteinas. Nesta técnica
uma mistura de proteinas é separada com base no peso molecular, por meio de
eletroforese em gel. Estes resultados séo, entéo, transferidos para uma membrana,
resultando na producdo de uma banda para cada proteina. A membrana é incubada
com anticorpos especificos para a proteina de interesse. Foram analisadas a
expressdo das proteinas: glutationa peroxidase (GPx), superoxido dismutase
citossolica (SOD-1), superodxido dismutase mitocondrial (SOD-2), catalase (CAT),
fator de transcricdo Nrf2 e a-actina. Para o preparo das amostras, o tecido hepatico
(100 mg) foi homogeneizado com 2 mL de tampao de lise (Tris-HCI 50 mM, NaF 50
mM, NaCl 150 mM, EDTA 5 mM, Triton x100 e SDS 0,1%, pH 7.4) com 1 ul de
coquetel inibidor de proteases, centrifugados (13000 rpm, 4°C for 25 min) e
sonicados (3 vezes com 10 segundos de pulse on e 15 segundos de pulse off).
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A concentracdo de proteina foi determinada usando ensaio colorimétrico kit
BCA Protein Assay (Thermo Scientific Inc., Barrington, IL, EUA) seguindo as
recomendacdes do fabricante e a leitura foi realizada a 540 nm. As amostras foram
desnaturadas em tampao de amostras (50 mM Tris-HCI, pH 6.8, 1% SDS, 5% 2-
mercaptoetanol, 10% glicerol e 0.001% bromofenol azul) e aquecidas a 95 °C por 5
min. As amostras foram analisadas pelo método SDS-PAGE. Foram pipetados 20 g
de proteina dos homogenatos em pocos no gel de 10% de poliacrilamida para eletro-
separacao de acordo com o tamanho e carga da proteina. Em seguida, as proteinas
foram transferidas por eletroforese para membranas de nitrocelulose (Amersham
Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, EUA).

Para inibir ligacGes inespecificas do anticorpo, as membranas foram
incubadas em T-TBS acrescido de albumina a 2% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA) por 90 min. Posteriormente, as membranas foram lavadas com T-TBS e
incubadas com o anticorpo primario (anti-rabit) especifico para cada proteina
(overnight, a 5°C): anti-GPx (1:1000), anti-SOD-1 (1:1000) anti-SOD-2 (1:1000), anti-
CAT (1:1000), anti-NRF2 e anti-a-actina (1:1000) para os homogenatos de todos os
tecidos (anticorpos da Santa Cruz Biotechnology Inc.; CA, EUA). ApGs este periodo,
as membranas foram lavadas e incubadas com anticorpo secundario (anti-rabit)
conjugado a peroxidase (1:5000) por 1 h (25°C) sob agitacdo constante. As
membranas foram lavadas novamente com T-TBS e tratadas com kit de
quimiluminescéncia (ECL-plus; Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ,
EUA) e as imagens das bandas foram obtidas com o sistema ChemiDoc XRS de
imagens moleculares (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). As imagens das bandas foram
analisadas e quantificadas com auxilio do programa Image J (The National Institute
of Health, EUA).

3.7 Andlise estatistica

Os resultados foram apresentados por meio de graficos na forma de média *
desvio padrdo. As associacdes entre as variaveis foram analisadas por meio de
“One-way analysis of variance” (ANOVA), utilizada para comparar diferencas entre

os diversos grupos experimentais, com posterior uso do pos-teste Bonferroni. Foi
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considerado como estatisticamente significante quando o valor de p<0,05. Os dados

foram processados nos softwares Prisma e Microsoft Excel 2010.
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4 RESULTADOS

4.1 Consumo de racdo e massa corporal final

Durante o periodo experimental ndo houve diferenca significativa (p<0.05) da
guantidade média de racdo consumida pelos grupos C, CC, HFD e HFDC (Figura
7A). Ao inicio do experimento 0s animais possuiam a mesma massa corporal (23 = 2
g), ja ao final do protocolo experimental os grupos HFD e HFDC apresentavam
massa corporal semelhante, porem superiores (p<0.05) aos grupos C e CC (Figura
7B). Demonstrando que o consumo de 6leo de chia nédo influenciou o ganho de

massa corporal dos animais.

Figura 7 - Consumo medio de racdo e massa corporal final dos grupos:
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Legenda:Grupo controle (C), Controle + 6leo de Chia (CC), Hiperlipidica (HFD) e Hiperlipidica + 6leo
de Chia (HFDC).

Nota: Valores estdo expressos como média + desvio padrao, n=6 animais por grupo. Letras distintas
denotam significancia estatistica.

4.2 Efeito do consumo de 6leo de chia sobre o colesterol total e triacilglicerol

As concentracdes plasméaticas de colesterol foram significativamente maiores
(p< 0,05) nos animais do grupo HFD, quando comparado ao C. Nao houve diferenca
significativa entre os grupos CC e C, e entre os grupos HFD e HFDC (Figura 8). Ao

avaliar as concentracdes plasmaticas de triacilglicerol dos animais, observou-se que
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0 grupo HFD apresentou valor numericamente superior (p<0.05) comparado aos
demais grupos.

Figura 8 - Colesterol total e triacilglicerol dos grupos:

A B
500+ 801
- &) b
2 o z
? 400 a a g 60-
= b = a
< 3004 3 T a
= S 40- T a
% 2004 8
0 2 504
< 100- S 20
© £
0 T T 0 T T
o & & & o & & &

Legenda:Grupo controle (C), Controle + éleo de Chia (CC), Hiperlipidica (HFD) e Hiperlipidica +
6leo de Chia (HFDC).

Nota: Valores estdo expressos como média + desvio padrdo, n=6 animais por grupo. Letras
distintas denotam significancia estatistica.

4.3 Efeito do consumo de 6leo de chia sobre os marcadores de danos

oxidativos

4.3.1 Isoprostanas (8-iso-PGFy,, )

Para avaliar produto resultante da peroxidacéo lipidica no plasma dos animais
realizou-se a andlises de isoprostanas. Houve aumento (p<0.05) da formacéo de
isoprostanas nos animais do grupo HFD quando comparado ao C (Figura 9). Nao
houve diferenca entre os animais do grupo C e CC. Houve reducédo significativa
(p<0.05) da formacéo de isoprostanas no grupo HFDC quando comparado ao HFD.
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Figura 9 - Concentracdo de Isoprostanas em
plasma dos grupos:
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Legenda:Grupo controle (C), Controle + 6leo de Chia (CC), Hiperlipidica
(HFD) e Hiperlipidica + 6leo de Chia (HFDC).

Nota: Valores estdo expressos como media + desvio padrdo, n=6 animais
por grupo. Letras distintas denotam significancia estatistica.

4.3.2 Substancias Reativas ao Acido Tiobarbittrico (TBARS)

Na formacédo de subprodutos da peroxidacao lipidica (malondialdeido-MDA)
no tecido hepatico dos animais, foi observado aumento significativo (p<0.05), na
formacao de MDA, no grupo HFD quando comparado ao C (Figura 10). Ndo houve
diferenca significativa na formagéo de MDA entre os grupos C e CC. Animais do
grupo HFDC apresentaram reducao significativa (p<0.05), na formacdo de MDA em

tecido hepatico quando compardo ao grupo HFD.

Figura 10 - Concentracdo de MDA em tecido
hepatico dos grupos:
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Legenda:Grupo controle (C), Controle + 6leo de Chia (CC), Hiperlipidica
(HFD) e Hiperlipidica + 6leo de Chia (HFDC).

Nota: Valores estdo expressos como média + desvio padrdo, n=6 animais
por grupo. Letras distintas denotam significancia estatistica.
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4.4 Efeito do consumo de 6leo de chia sobre a atividade enzimatica

antioxidante

4.4.1 Atividade da superéxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD em amostras de tecido hepético dos animais, foi
semelhante entre o grupo HFD e C (Figura 11). Entretanto, a atividade da SOD foi
significativamente maior (p<0,05) no grupo CC, quando comparado ao C. O
consumo de Oleo de chia aumentou significativamente (p<0,05) a atividade

enzimatica do grupo HFDC quando comprado com o grupo HFD.

Figura 11 - Atividade da SOD em tecido hepatico dos

grupos
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Legenda:Grupo controle (C), Controle + 6leo de Chia (CC),
Hiperlipidica (HFD) e Hiperlipidica + 6leo de Chia (HFDC).
Nota: Valores estdo expressos como média + desvio padréo,
n=6 animais por grupo. Letras distintas denotam significancia
estatistica.

4.4.2 Atividade da catalase (CAT)

N&o foi observada diferenca significativa na atividade da CAT em amostras de
tecido hepatico dos animais do grupo HFD quando comparados ao C. Os animais do
grupo HFD apresentaram reducédo de 70% da atividade enzimatica, embora nao
significativa, quando comparado ao C. O consumo de 6leo de chia aumentou a

atividade da CAT, no tecido hepatico dos animais do grupo CC, embora de forma
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nao significativa, quando comparado ao grupo C. O consumo de chia aumentou
significativamente (p<0,05) a atividade enzimatica do grupo HFDC quando comprado

ao HFD (Figura 12).

Figura 12 - Atividade da CAT em tecido hepéatico
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Legenda:Grupo controle (C), Controle + 6leo de Chia (CC),
Hiperlipidica (HFD) e Hiperlipidica + éleo

de Chia (HFDC).

Nota: Valores estdo expressos como média + desvio padrao,
n=6 animais por grupo. Letras distintas

denotam significancia estatistica.

4.4.3 Atividade da glutationa peroxidase ( GPx)

N&o foi observada diferenca significativa na atividade da GPx em amostras de
tecido hepatico dos animais do grupo HFD quando comparados ao C. Os animais do
grupo HFD apresentaram menor atividade enzimética, embora ndo significativa,
reducdo de 54% quando comparado ao grupo C. A atividade da GPx foi
significativamente (p<0,05) maior no grupo CC, quando comparado ao C. O
consumo de Oleo de chia aumentou significativamente (p<0,05) a atividade da GPx

nos animais do grupo HFDC quando comprado ao HFD (Figura 13).



43

Figura 13 - Atividade da GPx em tecido hepatico
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Legenda:Grupo controle (C), Controle + 6leo de Chia (CC), Hiperlipidica
(HFD) e Hiperlipidica + 6leo de Chia (HFDC).

Nota: Valores estdo expressos como media + desvio padrdo, n=6 animais
por grupo. Letras distintas denotam significancia estatistica.

4.5 Efeito do consumo de 6leo de chia sobre a expressdo de proteinas de

enzimas antioxidante e no fator nuclear eritroide 2 (Nrf2)

A expressdo de proteinas envolvidas na atividade antioxidante foram
analisadas em tecido hepatico dos animais experimentais. Duas isoformas da
enzima superoxido dismutase foram avaliadas: SOD-Cu-Zn (SOD1), que contém
cobre (Cu) e zinco (Zn) no seu sitio de ativacdo, localizada nos compartimentos
intracelulares citoplasmaticos e SOD-Mn (SOD2) que contém manganés (Mn) como
cofator, localizada na mitocondria. Nado foram observadas diferencas significativas
(p<0,05) na expressdo de SOD1 dos grupos (Figura 14B). Em relacdo a SOD2, ndo
houve diferenga significativa na sua expressao entre os grupos HFD e C. O grupo
CC apresentou aumento significativo (p<0,05) da expressdo comparado ao C e o
grupo HFDC quando comparado ao HFD (Figura 14B).

A enzima CAT apresentou maior expressao (p<0,05) no grupo HFD quando
compardo com o C. N&o foi observada diferenca na expressao de CAT entre os
animais do grupo C e CC. Observou-se um aumento significativo (p<0,05) da
expressao dessa proteina quando comparado o grupo HFDC com o HFD (Figura
14B).
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A expressdao de GPx foi significativamente (p<0,05) menor no grupo HFD
quando ao C. O grupo CC apresentou menor (p<0,05) expressdo dessa proteina
qgquando comparado ao C. Nao houve diferenca significativa na expressdo da
proteina GPx entre os grupos HFD e HFDC. No grupo HFDC, a expressao da

proteina GPx apresentou valores semelhantes ao controle (Figura 14B).

Figura 14 - Expressao de SOD1, SOD2, CAT e GPx em tecido hepético dos grupos:
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Legenda:Grupo controle (C), Controle + 6leo de Chia (CC), Hiperlipidica (HFD) e Hiperlipidica + 6leo

de Chia (HFDC).

Nota: Valores estédo expressos como média + desvio padrdo, n=6 animais por grupo. Letras distintas

denotam significancia estatistica.
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A expressao de Nrf2, responsavel regulacdo da transcricdo de genes
codificantes de proteinas antioxidantes, no tecido hepético dos animais, foi
significativamente maior (p<0,05) no grupo CC quando comparado ao C e no grupo

HDFC quando comparado ao grupo HFD (Figura 15).

Figura 15 - Expressao de Nrf2 em tecido hepatico dos grupos:
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Legenda:Grupo controle (C), Controle + 6leo de Chia (CC), Hiperlipidica
(HFD) e Hiperlipidica + 6leo de Chia (HFDC).

Nota: Valores estdo expressos como média + desvio padrdo, n=6 animais
por grupo. Letras distintas denotam significancia estatistica.
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5 DISCUSSAO

A obesidade € uma doenca crénica com alta prevaléncia em paises ocidentais.
A ingestdo excessiva de gordura, principalmente saturada, gera um desequilibrio
energético e é considerada uma das principais causas de obesidade (DINDO et al.,
2003; ROMERO; ZANESCO, 2006). O consumo de dietas ricas em gordura aumenta
significativamente o peso corporal e o acumulo de lipidios hepaticos, levando a
obesidade, dislipidemias e esteatose hepatica (CARMIEL-HAGGAI, 2004). Estudos
tem demonstrado o potencial dos acidos graxos poli-insaturados émega 3 na
prevencdo da obesidade e comorbidades associadas (FLACHS et al., 2009). No
presente trabalho foi observado que as alteracbes metabdlicas e no sistema
antioxidante ocasionados pela obesidade induzida pela dieta hiperlipidica foram
minimizados pelo consumo do dleo de chia.

Em animais e humanos obesos a suplementacdo de EPA e DHA vem
demostrando ser uma ferramenta protetora contra 0os agravos causados pela
obesidade, principalmente por reduzir o ganho de massa corporal (BUCKLEY;
HOWE, 2009). Diversos mecanismos tém sido propostos para explicar o efeito dos
AGPI n-3 na perda de massa corporal, como por exemplo, aumento da lipdlise e
reducdo da lipogénese. Em roedores e humanos os AGPI n-3 estimulam a B-
oxidacdo, e inibem a sintese de acidos graxos e a secrecdo da lipoproteina de
densidade muito baixa, parcialmente, pela regulacdo da expresséao génica (BENDER
et al.,, 2014). Apesar disso, grande parte dos estudos ainda ndo é conclusivo em
relacdo a influéncia de acidos graxos poli-insaturados e o ganho de massa corporal.
Em nosso estudo, o consumo de 1,5% de 6leo de chia (contendo 60% de ALA) néo
influenciou a variacdo de massa corporal nos animais, assim como o obervado por
YANG et al.,, 2005 utlizando dieta com acido linolénico conjugado e ALA.
Corroborando com estes dados, 0 uso de semente ou o 6leo de Chia ndo atenuou o
ganho de peso dos animais, independentemente do tempo de tratamento, quando
comparado aos que consumiram dieta hiperlidica com alto teor de frutose
(MARINELI et al., 2015). O uso de semente de chia (50 g/dia) também nao
promoveu alteragdo no peso de individuos com sobrepeso (NIEMAN et al., 2009).

Em nosso trabalho os animais que consumiram dieta hiperlipidica

apresentaram maiores concentracdes plasmaticas de colesterol, uma vez que dietas
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com alto teor de lipidios favorecem o desenvolvimento de dislipidemias (XAVIER et
al., 2013). O consumo de 6leo de Chia ndo alterou a concentragdo plasmatica de
colesterol dos animais que consumiram dieta HFDC, resultado similar ao encontrado
por POUDYAL et al.,, 2012 em um modelo animal com dietas hiperlipidia e
hiperglicidica (frutose) associada ao consumo da semente de Chia. No estudo
realizado por AYERZA & COATES, 2007, em modelo animal com o objetivo de
comparar a influéncia do consumo da semente inteira, da farinha de semente e do
0leo de Chia também néo foi observada diferenca na concentracao de plasmatica de
colesterol dos animais.

Em relacdo aos TG, o consumo de 6leo de chia reduziu a concentragéo
plasmatica de triacilglicerol dos animais que consumiram dieta hiperlipidica
adicionada de 6leo de Chia, o que também foi observado por AYERZA & COATES,
2007 e em um estudo com semente de Chia realizado por CHICCO et al., 2009 . Um
possivel mecanismo para elucidar o efeito do consumo de 6leo de Chia na reducéo
plasmatica de TG seria que o aumento dietético de ALA, resultaria e um aumento
significativo nos niveis de AGPI-CL n-3, EPA e DHA. O aumento do consumo
dietético de ALA reflete uma maior conversdo de EPA e DHA (RINCON-CERVERA
et al., 2016).

Estudos fornecem evidéncias convincentes de que o EPA e o DHA interagem
com fatores de transcricdo que regulam a expressao de enzimas envolvidas com a
sintese e a degradacdo de acidos graxos. De forma resumida, os AGPI n-3 ativam
os receptores retindide X (RXR) e farnesoide X (FXR) que, por sua vez, inibem o
receptor X do figado (LXR), inibindo seu efeito na ativacdo da proteina ligada ao
elemento regulado por esterol 1¢c (SREBP-1c), que modula a expressdo de enzimas
envolvidas na sintese de acidos graxos. Os AGPI n-3 também ativam os receptores
ativados por proliferadores de peroxissomos (PPARs) que, além de modularem a
expressao de enzimas envolvidas na oxidacdo dos acidos graxos, também atuam
inibindo a SREBP-1c.(DAVIDSON, 2006; FERNANDEZ; WEST, 2005; SCHMITZ;
ECKER, 2008). O conjunto de agOes dos AGPI n-3 sobre esses fatores de
transcricdo, resulta na reducdo da sintese de AG e no aumento de sua degradacéo
pela via da p-oxidacao hepatica (HARRIS et al., 2008).

Em relagéo aos marcadores de dano oxidativo, nosso estudo demostrou que
a dieta HFD aumentou a peroxidacéo lipidica tanto em plasma, com aumento da

formacdo de F2-isoprostana (8-epi PGF2a), quanto no tecido hepético, com
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aumento nos niveis de TBARS e que o consumo de 6leo de Chia foi capaz de
prevenir a peroxidacgao lipidica. Resultado semelhante ao encontrado foi observado
no estudo com animais diabéticos que consumiram dieta hiperlipidica associada a
linhaca moida, as concentracdes de TBARS tanto em plasma quanto em figado
foram reduzidas com o consumo de linhaca (fonte de ALA) (HALIGA; MOCANU;
BADESCU, 2014). Também foi observado a reducdo dos niveis de TBARS em
plasma de animais que consumiram dieta hiperlipidica e rica em frutose, acrescidas
tanto com semente quanto com Oleo de Chia (13,3% g/g de semente, 4%m/m de
Oleo, por 6 e 12 semanas), contudo o mesmo efeito ndo foi observado no tecido
hepatico dos animais (MARINELI et al., 2015b). De acordo com os autores, a
deposicdo de lipidios poli-insaturados no tecido hepatico pode proporcionar, de
forma mais critica a deterioracao dos lipidios presentes nas estruturas celulares. De
forma interessante, em nosso estudo também houve melhora dos parametros de
dano oxidativo no tecido hepéatico dos animais. A reduc¢do do dano oxidativo no
figado também foi observado em um estudo com a ingestdo de 0,5-1,0% ALA,
extraido do 6Oleo de linhaca onde o estresse oxidativo induzido por mercurio foi
atenuado ndo s6 no figado, mas também nos rins e plasma dos animais (PAL;
GHOSH, 2012).

No presente estudo, a reducdo do dano oxidativo no tecido hepatico e no
plasma foi acompanhada do aumento na atividade das enzimas antioxidantes SOD,
CAT e GPx nos animais que consumiram dieta hiperlipidica associada ao 6leo de
Chia. Corroborando com este achado, ja foi observado que o ALA ¢é capaz de
restaurar atividade das enzimas antioxidantes CAT, SOD e GPx em modelo animal
de estresse induzido por mercurio (PAL; GHOSH, 2012). Resultado similar ao estudo
com que avaliou o efeito protetor dos ACPI-n3 na toxicidade induza por chumbo no
figado de animais (ABDOU; HASSAN, 2014). Ja no estudo de MARINELI et al.
(2015b) os animais que consumiram semente de chia e 0leo de chia apresentaram
aumento da atividade da CAT e GPx no plasma, sem alteragdo na atividade
hepética, enquanto a SOD nao apresentou nenhuma alteracéo.

Dados da literatura demonstram que diferentes tipos de acidos graxos tém
efeitos variaveis sobre a producdo de radicais livres e cada acido graxo age de
forma direta ou indireta através da inducdo de enzimas antioxidantes (BULLO;
LAMUELA-RAVENTOS; SALAS-SALVADO, 2011).
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Nos mamiferos, as enzimas antioxidantes mais importantes incluem SOD que
converte o anion superoxido em peroxido de hidrogénio, GPx, e CAT que sao
responsaveis pela conversao de peroxido de hidrogénio em produtos ndo toxicos
(SALVI et al., 2007). Em nosso estudo o consumo de uma fonte de ALA aumentou a
atividade hepéatica de GPx, CAT e SOD e reduziu a peroxidacao lipidica de forma
significativa. O aumento significativo nas atividades da SOD e GPx pode estar
relacionado com diminuicdo conteudo TBARS do figado e F2-isoprostana (8-epi

PGF2a) no plasma.

Em nosso estudo houve ainda, aumento da expressao génica das enzimas
antioxidantes, com aumento significativo (p<0,05) da expressao de proteina da
SOD2, CAT e com uma tendéncia de aumento na expressédo de GPx, mas sem uma
diferenga significativa, nos animais que consumiram dieta hiperlipidica acrescida de
0leo de Chia. Nesses animais, também foi observado um aumento na expressao do
fator de transcricdo eritréide 2, Nrf2. Em estudo de modelo animal, com 0leo e
semente de Chia associado a dieta hiperlipidica com alto teor de frutose , 0 consumo
de 6leo de Chia (4%m/m por 6 e 8 semanas) aumentaram a expressao de SOD e
GPx em musculo esquelético (MARINELI et al.,, 2015). De forma interessante,
apenas a expressao da enzima SOD 2, fracdo mitocondrial, sofreu alteracdo com o
consumo do 6leo de Chia. Uma possivel explicacao para este achado, seria excesso
de producdo de superdxido nas mitocondrias com instauracdo do quadro de
obesidade. Em modelo animal, a obesidade induzida pela dieta hiperlipidica esta
correlacionada com a disfuncdo mitocondrial e aumento do estresse oxidativo no
musculo esquelético e figado (YUZEFOVYCH et al., 2013). Os acidos graxos livres,
derivados da lipdlise estariam associados a desordem no metabolismo mitocondrial,
0 que resulta em aumento da producdo de superdxido através da cadeia de
transporte de elétrons mitocondrial (MARSEGLIA et al., 2014).

Em concordancia, alguns estudos também demostraram o0 aumento da
expressdo de enzimas antioxidantes associado ao aumento da expressao de NRF2.
O DHA (pré-tratamento com 50 e 100 uM de DHA) aumentou a expresséo de heme
oxigenase-1 (HO-1) de um modo dependente-Nrf2 em células humanas EAhy926
(YANG et al., 2013). Animais C57BL/6 em comparacdo com Nrf2-/-alimentados com
dieta acrescida de oOleo de peixe, durante 3 semanas, apresentaram aumento
significativamente na expressdo de HO-1 na aorta toracica. Em células endoteliais

humanas incubadas com DHA ou EPA. O DHA, mas ndao EPA, aumentou a
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expressao do Nrf2 e seus genes alvo, incluindo HO-1(ISHIKADO et al., 2013). Um
experimento em modelo murino avaliou a capacidade protetora do ALA (500 mg/kg),
sobre cardiotoxicidade induzida por doxorrubicina (DOX), uma droga anti-tumoral. A
utilizacdo da droga associada ao ALA aumentou a atividade SOD, CAT e GPx, bem
como a expressao de mRNA SOD e do Nrf2 (YU et al., 2013).

De forma geral, a expressao das enzimas antioxidantes € regulada pelo Nrf2,
este importante fator de transcricdo encontra-se ligado a sua proteina repressora
KEAPL1 no citoplasma. A ativacdo do fator de transcricdo Nrf2 € regulada por uma
série de fatores, sendo um destes a sua prépria repressao pela proteina Keap
1(SURH, 2003). Ja foi demonstrado que o fator de transcricdo Nrf2 pode ser ativado
ndo somente pelo seu ligante classico, sulforafano, mas também por diversos
compostos bioativos e medicamentos (CARMONA-RAMIREZ et al., 2013; CHENG et
al., 2012; SRIRAM; KALAYARASAN; SUDHANDIRAN, 2009). Alguns componentes
dietéticos, tais como os AGPI-n3, DHA e EPA atuariam aumentando a expressao de
Nrf2 através da acéo de produtos derivados da sua oxidacéo (4-hydroxyhexenal, 17-
oxo-DHA, 17-oxo-DPA, AsJs-IsoPs - electrophilic cyclopentenone isoprostanes )
(CIPOLLINA, 2015; CIPOLLINA et al., 2014).

Em condicbes basais, o Nrf2 esta ligado a sua proteina repressora, Keapl,
um adaptador para o ubiquitina ligase Cul3, que tem como alvo Nrf2 para
ubiquitinacdo e degradacdo proteossdmica. Em resposta a lipidios eletrofilicos
reagem com cisteinas alvo na proteina Keapl inibindo a ubiquitinacdo do Nrf2,
promovendo seu acumulo no nucleo. Apés translocacdo nuclear, o Nrf2 forma
heterodimeros com pequenas proteinas MAF e outros fatores de transcricdo
necessarios para a sua interacdo com o elemento responsivo a antioxidante (ARE),
e ativacdo de genes alvo (CIPOLLINA, 2015). Assim, possivel mecanismo pelos
quais os AGPI-n3 exerceriam efeitos protetores ao estresse oxidativo estaria
relacionado com a ativacado Nrf2 no tecido vascular, acompanhado por aumento da

atividade das enzimas antioxidantes.
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CONCLUSAO

A adicdo do 6leo de chia na dieta ndo influenciou o consumo de ragéo, e o
ganho de peso corporal nos grupos experimentais;

O consumo do 6leo de Chia foi capaz de atuar como agente protetor no
desenvolvimento da hipetriglireridemia no grupo que recebeu dieta rica em
lipidios.

O consumo do 6leo de chia reduziu a formacdo de F2-isoprostana (8-epi
PGF2a) no grupo de recebeu dieta hiperlipidica. Em tecido hepatico, o
consumo de 6leo de chia preveniu a peroxidacao lipidica representada pela
formacao de MDA.

Na atividade enzimatica antioxidante, o consumo de chia influenciou
positivamente a atividade das enzimas superéxido dismutase, catalase e
glutationa peroxidase, tanto no grupo controle quanto na dieta hiperlipidica.
Na expressdo das proteinas envolvidas na atividade antioxidante, o 6leo de
chia modulou de forma positiva a expressao da fragdo mitocondrial da enzima
superoxido dismutase (SOD2), ndo influenciando a isoforma citoplasmatica
(SOD1). Também modulou a expressdo proteica da enzima catalase nos
animais que consumiram dieta hiperlipidica acrescida de 6leo de chia (HFDC).
Em relacdo a expressdo da GPx, a chia restaurou a expressao de forma
semelhante ao grupo controle no grupo HFDC.

O 6leo de chia promoveu melhora no perfil do dano oxidativo causadas pela
obesidade, que foi acompanhado pelo aumento da atividade e da expresséo
proteica das enzimas antioxidantes reguladas pelo aumento da expresséo do

fator de transcricdo Nrf2.
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