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RESUMO

BARGUT, Thereza Cristina Lonzetti. Efeito antiobesogénico do 6leo de peixe: fungéo
do tecido adiposo marrom e branco. 2015. 93 f. Tese (Doutorado em Biologia
Humana e Experimental) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, 2015.

A modulacédo do tecido adiposo marrom (TAM) e do tecido adiposo branco
(TAB) esté associada a prevencéo ou reducao do ganho de massa corporal. O 6leo
de peixe possui diversos efeitos benéficos que podem estar relacionados a esses
tecidos. Dessa forma, objetivou-se avaliar os efeitos antiobesogénicos de diferentes
dietas hiperlipidicas com 6leo de peixe na termogénese do TAM e na lipogénese e
beta-oxidacdo do TAB. Para isso, foram utilizados camundongos machos C57BL/6,
com trés meses de idade, que foram divididos em quatro grupos experimentais: um
que recebeu dieta standard-chow (SC, 10% kcal de lipidios) e outros trés que
receberam dieta hiperlipidica (HL, 50% kcal de lipidios). Obtivemos os grupos HL
com banha de porco (HL-B), HL com banha de porco mais 6leo de peixe (HL-B+Px)
e HL com dleo de peixe (HL-Px). As dietas foram administradas por um periodo de
oito semanas, sendo que a ingestdo alimentar foi avaliada diariamente e a massa
corporal, semanalmente. Na Ultima semana de experimento, realizou-se a
calorimetria indireta e o teste oral de tolerancia a glicose. No sacrificio, a glicemia foi
aferida, o sangue foi puncionado para obtencdo do plasma e o TAM interescapular e
o TAB epididimario foram dissecados e armazenados. A leptina, os triglicerideos e a
insulina foram mensurados no plasma. O indice de adiposidade e 0 HOMA-IR foram
calculados. O TAM e o TAB foram avaliados por microscopia confocal e de luz.
Realizou-se RT-qPCR e Western blot para avaliacdo de marcadores termogénicos,
da captacdo e oxidacao de acidos graxos e glicose e de PPAR no TAM, e para a
avaliacdo da lipogénese e beta-oxidacdo e de PPAR no TAB. Com relacdo aos
resultados, o grupo HL-B apresentou ganho de massa corporal e elevacdo da
adiposidade, associado com  hipertrofia dos adipdcitos, hiperleptinemia,
hipertrigliceridemia, intolerancia a glicose e resisténcia a insulina, reproduzindo um
qguadro de obesidade e sindrome metabdlica. Por outro lado, a ingestdo de Oleo de
peixe nos dois grupos (HL-B+Px e HL-Px) foi capaz de reduzir o ganho de massa
corporal e a adiposidade, sem alterar a ingestao alimentar. Essa ingestdo também
aumentou o gasto energético dos animais, regularizou a leptina e os triglicerideos
plasmaticos, bem como a tolerancia a glicose e a resisténcia a insulina. Esses
efeitos foram associados ao aumento de marcadores termogénicos no TAM, bem
como da captacdo e oxidacdo de acidos graxos e glicose e da expressado de PPAR
nesse tecido. No TAB, houve reducdo de marcadores da lipogénese e aumento de
marcadores da beta-oxidagao, juntamente com elevacdo na expressao de PPAR.
Em conclusdo, nossos resultados mostram que a ingestdo de oOleo de peixe tem
efeitos antiobesogénicos em camundongos através da modulagédo benéfica do TAM
e do TAB e pode, portanto, representar uma terapia auxiliar alternativa contra a
obesidade e suas comorbidades.

Palavras-chave: Obesidade. Tecido adiposo marrom. Termogénese. Tecido adiposo

branco. Oleo de peixe. Acidos graxos poli-insaturados n-3.



ABSTRACT

BARGUT, Thereza Cristina Lonzetti. Anti-obesity effect of fish oil: brown and white
adipose tissue functions. 2015. 93 f. Tese (Doutorado em Biologia Humana e
Experimental) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, 2015.

Brown adipose tissue (BAT) and white adipose tissue (WAT) modulation is
associated with prevention or reduction of body mass gain. Fish oil has several
beneficial effects which can be related to these tissues. Thus, we aimed to evaluate
the anti-obesity effects of different high-fat diets with fish oil on BAT thermogenesis
and WAT lipogenesis and beta-oxidation. For this, we used 3-mo-old C57BL/6 male
mice that were divided into four groups: one that received a standard-chow diet (SC,
10% kcal of lipids) and three that received a high-fat diet (HF, 50% kcal of lipids). We
obtained the HF with lard group (HF-L), the HF with lard plus fish oil group (HF-
L+FO), and the HF with fish oil group (HF-FO). Diets were administrated for eight
weeks, and food intake was evaluated daily and the body mass, weekly. At the end
of the experiment, we performed indirect calorimetry and an oral glucose tolerance
test. At sacrifice, glycemia was assessed, the blood was punctured to obtain plasma
and interscapular BAT and epididymal WAT were dissected and stored. Plasmatic
leptin, triglycerides and insulin were analyzed. Adiposity index and HOMA-IR were
calculated. BAT and WAT were evaluated through confocal and light microscopy.
RT-gPCR and Western blot were performed for analyses of thermogenic markers,
fatty acids and glucose uptake and oxidation, and PPAR in BAT, and lipogenesis,
beta-oxidation and PPAR in WAT. In relation to the results, the HF-L group presented
elevated body mass gain and adiposity, associated with adipocyte hypertrophy,
hyperleptinemia, hypertriglyceridemia, glucose intolerance and insulin resistance,
displaying a condition that simulates obesity and metabolic syndrome. On the
contrary, fish oil intake in both groups (HF-L+FO and HF-FO) was able to reduce
body mass gain and adiposity, without affecting food intake. It also increased energy
expenditure, normalized plasmatic leptin and triglycerides as well as glucose
tolerance and insulin resistance. These effects were associated with increases in
thermogenic markers, in uptake and oxidation of fatty acids and glucose and in
PPAR expression in BAT. In WAT, lipogenesis was reduced and beta-oxidation and
PPAR expression were increased. In conclusion, our results demonstrated that fish
oil intake has anti-obesity effects in mice through beneficial modulation of BAT and
WAT and can, therefore, represent an auxiliary alternative therapy against obesity
and its comorbidities.

Keywords: Obesity. Brown adipose tissue. Thermogenesis. White adipose tissue.

Fish oil. N-3 polyunsaturated fatty acids.
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INTRODUCAO

A obesidade € caracterizada pelo aumento da gordura corporal e esta
associada ao desenvolvimento de um conjunto de comorbidades, como dislipidemia
e resisténcia a insulina, caracterizando a sindrome metabodlica (Masoodi et al.,
2014). Ela é atualmente considerada uma epidemia mundial. Segundo dados da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), em 2030 estimam-se em torno de 3,3
bilhdbes de pessoas com sobrepeso ou obesidade em todo o mundo, o que
representa 57,8% da populacdo mundial adulta, sendo que um terco desses
encontra-se nos paises em desenvolvimento®.

No contexto da obesidade, o tecido adiposo tem um papel chave no
desenvolvimento da doenca e de suas comorbidades. Nos mamiferos, existem dois
tipos diferentes de tecido adiposo: tecido adiposo marrom (TAM) e tecido adiposo
branco (TAB) (Rosell et al., 2012). O TAM tem o importante papel de gerar calor
através do desacoplamento da oxidacdo mitocondrial da formacdo de adenosina
trifosfato (ATP), levando a termogénese adaptativa (Richard et al., 2010). Essa
habilidade é conferida pela proteina desacopladora de elétrons (UCP1) especifica
desse tecido e é controlada pela via do receptor adrenérgico beta 3 (RA-B3)
(Kajimura e Saito, 2014). A ativagdo do TAM pode ser conseguida atraves do frio ou
por hiperalimentacéo, essa Ultima chamada de termogénese induzida por dieta. Em
relacdo a ela, a composicdo da dieta, mais especificamente o tipo de gordura da
dieta, modula cronicamente a termogénese (Morrison et al., 2014).

Por outro lado, o TAB tem como funcdo chave estocar energia na forma de
triglicerideos e liberar acidos graxos para o organismo quando necessario, em
resposta a estimulos nutricionais e enddcrinos (Lee et al., 2008). As duas principais
atividades metabdlicas relacionadas a esse papel do TAB sdo a lipogénese e a
lipdlise, referentes a sintese e quebra de &cidos graxos, respectivamente (Proenca
et al., 2014). O substrato da lipogénese, ou seja, 0os acidos graxos, podem tanto ser
obtidos através da circulagdo, com a ajuda de receptores de membrana como o
cluster de diferenciacdo 36 (CD36) (Yang et al., 2013) ou atraves da lipogénese de

novo, cuja principal enzima € a acido graxo sintase (FAS) (Berndt et al., 2007). Em

! World Health Organization. Programme and Projects: Diabetes in World. Disponivel em:
<http://www.who.int/diabetes/en/>. Acesso em: 15 dez. 2014.
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sentido oposto, a lipdlise libera acidos graxos que alternativamente, ao inves de se
destinarem a outros orgaos, podem ser utilizados para a beta-oxidacdo no proprio
TAB, com a coordenacédo da carnitina palmitoil transferase-1 (CPT-1), enzima chave
presente na mitocondria (Brown et al., 1997).

Considerando-se o fato de que os tratamentos ndo farmacoldgicos propostos
para combate a obesidade, como mudanca dos habitos alimentares e préatica de
exercicio fisico, tem se mostrado ineficientes em longo prazo, torna-se evidente a
necessidade de terapias alternativas que sejam complementares a essas ja bem
estabelecidas (Buckley e Howe, 2010).

O 6leo de peixe é rico em acidos graxos poli-insaturados (AGPI) n-3,
especialmente em &acido eicosapentaenoico (EPA) e acido docosahexaenoico
(DHA). Primeiramente descrito para o tratamento da hipertrigliceridemia, o 6leo de
peixe também €& agora reconhecido com efeitos benéficos em doencas
cardiovasculares e inflamatérias, além daquelas relacionadas a sindrome
metabdlica, como resisténcia a insulina e doenca hepéatica gordurosa ndo alcodlica
(Saraswathi et al., 2009; Calder, 2012; Monk et al., 2012; Bargut et al., 2013; Bargut
et al., 2014). Um dos mecanismos pelo qual o 6leo de peixe exerce seus efeitos
positivos é pela ativacdo dos receptores ativadores de proliferacdo peroxissomal
(PPAR), que sao fatores de transcricdo envolvidos na regulacdo da expressao
génica (Calder, 2012).

Apesar das evidéncias em modelos humanos (Couet et al., 1997; Kabir et al.,
2007) e experimentais (Liu et al., 2013a; Liu et al., 2013b; Lionetti et al., 2014) de
gue esses AGPI n-3 tém efeito no metabolismo dos nutrientes, pouco se sabe sobre
os efeitos antiobesogénicos do 6leo de peixe (Buckley e Howe, 2010). Poucos
estudos até o momento demonstraram que o 6leo de peixe (AGPI n-3) exerce efeito
na termogénese do TAM (Sadurskis et al., 1995; Takahashi e Ide, 2000) e na
lipogénese e beta-oxidacdo do TAB (Flachs et al., 2005), porém 0s mecanismos
ainda precisam ser melhor elucidados.

Portanto, o presente estudo tem como hipétese que dietas ricas em 6leo de
peixe, mesmo sendo hiperlipidicas e hiperenergéticas, tém a capacidade de prevenir
ou reduzir a obesidade e suas comorbidades, através da modulacdo da

termogénese no TAM e da lipogénese e da beta-oxidacédo no TAB.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 Obesidade e sindrome metabdlica

A obesidade é definida como o aumento da adiposidade, que € resultado do
excesso cronico de nutrientes, em que o aumento da ingestdo alimentar excede o
gasto energético. Dieta inadequada e sedentarismo sdo apontados como as
principais causas da obesidade, podendo-se destacar também um componente
genético (Renne et al., 2013; Zhang et al., 2014).

A obesidade € agora considerada uma pandemia, sendo particularmente
problematica em paises ocidentais. Nos Estados Unidos, estima-se que mais da
metade da populacao ja esteja acima do peso (2000), representando um excesso de
100 bilhdes de ddlares por ano em gastos com perda de produtividade e
atendimento em saude (Zamosky, 2013). No Brasil, esse panorama ndo € muito
diferente. Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE),
cerca de 40% da populacdo adulta brasileira possui sobrepeso (indice de massa
corporal > 25 kg/m?) e 12,4% dos homens e 16,9% das mulheres apresentam
obesidade? (indice de massa corporal > 30 kg/m?).

O excesso do acumulo de gordura é uma caracteristica chave da obesidade,
ocorrendo ndo so6 no tecido adiposo como também em 6érgaos periféricos (gordura
ectdpica) (Goto et al., 2011). Esse depdsito ectépico de gordura faz com que a
obesidade seja associada ao desenvolvimento de uma gama de comorbidades, que
levam especialmente a uma diminuicdo na qualidade e expectativa de vida (Switzer
et al., 2013).

A obesidade é considerada fator de risco para diversas outras doengas, pois
vem sendo associada a um estado de inflamacé&o crénica de baixa intensidade. Esse
estado é predominantemente gerado e reside no tecido adiposo (uma melhor
descricdo da inflamacdo gerada pelo tecido adiposo pode ser encontrada no item
1.2.2 dessa revisdo de literatura). Na obesidade, ha elevada producédo de citocinas

inflamatorias pelos adipécitos hipertrofiados (por exemplo, fator de necrose tumoral

? Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica. Pesquisa de orcamentos familiares POF 2008-2009:
despesas, rendimento e condi¢cfes de vida. Rio de Janeiro: IBGE; 2010.



19

alfa — TNFa e interleucina-6 — IL-6), com ativacao de diversas vias pré-inflamatorias
e elevada presenca de infiltrado de macréfagos no tecido. Esse estado esta
intimamente relacionado ao desenvolvimento da sindrome metabdlica (Perez-Matute
et al., 2007; Barbosa-da-Silva et al., 2012; Fuentes et al., 2013).

A sindrome metabdlica foi primeiramente descrita na década de 20, pelo
meédico Sueco Kylin e seu conceito vem sendo revisado a ampliado desde entéo
(Kylin, 1923). Ela pode ser considerada como um conglomerado de alteracdes
cardiometabdlicas que, por definigdo, inclui resisténcia a insulina (e/ou intolerancia a
glicose), dislipidemia, obesidade abdominal e hipertenséo arterial, como observado
na Figura 1, que levam em médio prazo ao desenvolvimento de doencas
cardiovasculares e ao diabetes melito tipo 2 (Eckel et al., 2005; Fuentes et al., 2013).

A resisténcia a insulina é indicada por muitos autores como o fenémeno
central na fisiopatologia da sindrome metabdlica (Eckel et al., 2005; Frantz et al.,
2014). Ela é caracterizada por um defeito na via de sinalizacdo da insulina que leva
a um estado de hiperinsulinemia para manter niveis normais de glicose circulante.
Quando esses niveis de insulina ndo sdo mais capazes de manter a glicemia
normal, instala-se a intolerancia a glicose, com consequente hiperglicemia. A
disfuncéo do tecido adiposo, ocasionada pela obesidade, gera uma diminuicdo da
sensibilidade a insulina nesse tecido, com consequente aumento da lipdlise e
liberacdo excessiva de acidos graxos. O aumento dos &cidos graxos livres na
corrente sanguinea tanto eleva a disponibilidade de substrato nos tecidos bem como
interfere diretamente na via de sinalizacdo da insulina, levando a um quadro
sistémico de resisténcia a insulina (Eckel et al., 2005; Murali et al., 2014).

A dislipidemia € caracterizada por quantidades anormais de lipidios na
corrente sanguinea, como triglicerideos e colesterol. O aumento do fluxo de &cidos
graxos vindos do tecido adiposo para o figado ocasiona elevada producédo de
apolipoproteina B contendo lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL), que
favorece o surgimento da hipertrigliceridemia. Essa, por sua vez, gera distarbios na
composicao e no metabolismo da lipoproteina de alta densidade (HDL), que se torna
menor e mais densa e tem uma depuracdo aumentada na corrente sanguinea. A
lipoproteina de baixa densidade (LDL) também sofre alteragcbes de forma e
densidade, ficando menor e mais densa e, portanto, mais aterogénica. Todos esses
fatores convergem, entdo, para gerar o quadro de dislipidemia (Eckel et al., 2005;

Jung e Choi, 2014).



Figura 1 - Obesidade e sindrome metabolica
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Legenda: A obesidade se desenvolve quando a ingestdo alimentar excede o gasto energético,
levando ao acumulo excessivo de gordura corporal. Ela desencadeia uma série de
comorbidades que interagem entre si, formando um circulo vicioso que culmina na

sindrome metabdlica.

Fonte: A autora, 2015.
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A obesidade abdominal vem sendo considerada uma caracteristica da
sindrome metabdlica, embora individuos eutréficos também possam apresentar
resisténcia a insulina e outras comorbidades caracteristicas da sindrome. O acumulo
de gordura visceral € mais deletério do que o acumulo de gordura subcutanea
porque o primeiro apresenta maior taxa de lipélise e os acidos graxos liberados na
regido visceral vao diretamente para o figado através da veia porta (Johnson et al.,
2001; Goodpaster et al., 2003).

Com relacéo a hipertensao arterial, os mecanismos que ligam essa condicéo
a obesidade ainda ndo estdo completamente descritos. E possivel que haja um
efeito direto, através da superexpressdo dos componentes do sistema renina-
angiotensina local no tecido adiposo, 0 que se converte em um aumento da
expressdo sistémica desse sistema e moderada elevacdo da pressdo arterial
(Boustany et al., 2004).

Além dessas comorbidades classicas presentes na sindrome metabdlica,
outras alteracbes também merecem ser mencionadas. Primeiramente, o proprio
estado inflamatoério gerado pela obesidade, pode ser considerado uma manifestacéo
da sindrome, com efeitos prejudiciais importantes em todos os outros componentes,
como, por exemplo, na resisténcia a insulina (Barbosa-da-Silva et al., 2012). Mais
recentemente, tem-se discutido também sobre 0 componente hepético da sindrome
metabdlica: a doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica. Ela é caracterizada pelo
acumulo de gordura no figado (esteatose), podendo evoluir para a esteatohepatite e
fibrose. Essa doenca esta intimamente relacionada com a resisténcia a insulina e
talvez seja o primeiro evento na patogénese da sindrome metabdlica (Barbosa-da-
Silva et al., 2013; Frantz et al., 2014).

Considerando-se a grande prevaléncia de obesidade e sindrome metabdlica
em todo o mundo e o papel chave do acumulo excessivo de tecido adiposo no
desenvolvimento e agravamento dessas morbidades, estratégias de combate que

tenham como alvo esse tecido precisam ser desenvolvidas e aprimoradas.
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1.2 Tecido adiposo

O tecido adiposo esta distribuido por todo o corpo em diversos depdsitos
localizados principalmente na regidao subcutdnea (gordura subcutanea) e na
cavidade toracica e abdominal (gordura visceral) (Masoodi et al., 2014). Em
mamiferos, é possivel encontrar dois tipos principais de tecido adiposo, TAM e TAB,
que tem fundamentalmente papeis opostos no balanco energético. Enquanto o TAB
€ um tecido de reserva energética, o TAM tem a capacidade de dissipar energia
através da termogénese (Rosell et al., 2012).

O TAM tem aparéncia poligonal e contém varios pequenos vacuolos de
gordura (por isso chamado multilocular), cercados por um citoplasma perceptivel
com abundantes mitocondrias (Richard et al., 2010). O TAB, por sua vez, €é
representado por uma Unica goticula de gordura (por isso chamado unilocular),
cercada por uma pequena quantidade de citoplasma e com algumas poucas
mitocondrias (Peirce et al., 2014). Tais caracteristicas podem ser visualizadas na
Figura 2.

Apesar da quantidade de TAB superar em muito a quantidade de TAM no
organismo (principalmente humano), ambos os 6rgdos podem ser considerados
essenciais na divisao e utilizacdo dos nutrientes, bem com na regulacdo da massa

corporal (Peirce et al., 2014).
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Figura 2 - Comparagéao entre o tecido adiposo marrom e o tecido adiposo branco

Legenda: O adip6cito marrom (a esquerda) é caracterizado por varias goticulas de gordura, cercadas
por um citoplasma perceptivel e grande nimero de mitocéndrias. O adipdcito branco (a
direita) é caracterizado por uma Unica goticula de gordura que ocupa grande parte da
célula, pequena quantidade de citoplasma e poucas mitocondrias.

Fonte: A autora, 2015.

1.2.1 Tecido adiposo marrom e termogénese

O TAM foi primeiramente descrito no século XVI como “nem gordura nem
carne” (“nec pinguitudo nec caro”) pelo naturalista suico Conrad Gesner. Apesar
disso, a percepcdo de que o TAM esta presente em todos os mamiferos sé ocorreu
no ultimo século, tornando esse tecido um alvo de estudo cientifico relativamente
recente. De fato, algumas importantes descobertas, como a identificacdo da UCP1,
s6 aconteceram nas ultimas décadas (Cannon e Nedergaard, 2004; Richard et al.,
2010).

O TAM é abundante em roedores, nos quais aparece como pequenos
depdsitos encontrados principalmente nas regides interescapular, subescapular,
axilar, perirrenal e periadrtica (os chamados depdésitos classicos). Em humanos, ele
pode ser encontrado nas regides cervical, supraclavicular, paravertebral, mediastinal

e perirrenal. Nesse sentido, enquanto antes se acreditava que o TAM era perdido
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apos a infancia, s6 recentemente comprovou-se que esse tecido pode ser ativado no
organismo humano adulto (Cypess et al., 2009; Richard et al., 2010).

As células adiposas dos depositos classicos de TAM, ao contrario do
esperado, ndo tem origem semelhante a do TAB, mas sim as células musculares.
Elas se originam de células progenitoras de miécitos, chamadas de mioblastos que
expressam o fator miogénico 5 (Myf5+). A constatacédo de que a proted6mica do TAM
corresponde mais a do musculo do que a do TAB confirma essa ideia (Cannon e
Nedergaard, 2004; Richard et al., 2010).

Nesse contexto, uma nova linhagem de células adiposas, com aspecto
multilocular e alta capacidade de termogénese, chamada de células bege ou bright
foi recentemente descrita. Apesar de advirem de uma linhagem celular diferente das
células adiposas marrons, ainda ndo se sabe ao certo se sdo fruto da
transdiferenciacdo de pré-adipécitos ou adipdcitos brancos ou de uma terceira
linhagem celular adiposa, sendo diferente tanto do TAM quanto do TAB. Ao
fenbmeno de surgimento desses depdsitos de células adiposas bright da-se o nome
de browning (Richard et al., 2010; Wu et al., 2012; Kajimura e Saito, 2014).

O TAM é um tecido especializado na producdo de calor, que é chamada
termogénese e que pode ser dividida em duas classes distintas. A primeira delas, a
termogénese obrigatoria, é fruto da energia liberada das reacfes exotérmicas que
ocorrem em todos os 6rgdos. A segunda, a termogénese adaptativa ou facultativa, é
desenvolvida como uma resposta de adaptacdo a exposi¢cdo ao frio ou a alteracdes
na dieta, sendo o TAM o principal 6rgdo responsavel por esse tipo de termogénese,
pelo menos em roedores (Lowell e Spiegelman, 2000; Cannon e Nedergaard, 2004).

A habilidade do TAM de dissipar energia é provida pela presenca singular da
UCP1 (também chamada termogenina), que € a marca registrada desse tecido. A
UCP1 esta localizada na membrana interna da mitocondria e & capaz de dissipar
energia através do desacoplamento da oxidacdo mitocondrial de substratos da
producdo de ATP, consequentemente gerando calor (Lowell e Spiegelman, 2000).

A estimulacdo do TAM ocorre principalmente pela agdo da norepinefrina,
liberada pelo sistema nervoso simpatico, nos receptores adrenérgicos, mais
especificamente, no RA-B3, o mais significativo nesse tecido (Festuccia et al., 2010).
Essa ligacdo leva a formagédo de adenosina 3’,5’-monofosfato ciclico (AMPc), que
ativa a proteina kinase A (PKA) que fosforila a proteina quinase ativada por

mitégeno (MAPK) p38a, ativando-a. Essa, por sua vez, ativa uma gama de proteinas
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nucleares e citoplasmaticas, tendo destaque a ativacdo da via lipolitica e da
atividade termogénica (Figura 3) (Cannon e Nedergaard, 2004; Hondares et al.,
2011). Nesse contexto, tem papel importante a leptina, que atua nos seus receptores
centrais no hipotalamo, aumentando a atividade simpética para o TAM e, dessa
forma, estimulando a termogénese (Enriori et al., 2011).

Dentre as vias reguladas por AMPc/PKA, encontra-se a de regulacdo positiva
da expresséao génica do coativador 1 alfa do PPARy (PGCla). O PGCla € altamente
expresso no TAM, induzindo a expressdo de UCP1l e aumentando a capacidade
oxidativa mitocondrial (Figura 3), sendo, portanto, fundamental para a termogénese
(Hondares et al., 2011).

Os PPAR também parecem estar envolvidos na termogénese. PPARa,
PPARB/6 e PPARy séo altamente expressos no TAM e tém efeito no aumento dos
genes relacionados a oxidacao de lipidios, que é fundamental para prover substrato
para a termogénese, e da UCP1 (Figura 3) (Wang et al., 2003; Festuccia et al.,
2010; Rosell et al., 2012).

Para que a termogénese ocorra no TAM, €& necessaria a presenca de
substrato que serda utilizado no processo. Nesse contexto, sabe-se que o TAM pode
utilizar tanto &cidos graxos, de triglicerideos captados da corrente sanguinea através
do receptor CD36 ou previamente estocados no tecido, quanto glicose, captada da
corrente sanguinea, através do transportador de glicose-4 (GLUT-4) (Komatsu et al.,
2010).
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Figura 3 - Resumo simplificado da termogénese no tecido adiposo marrom

norepinefrina @ o

Legenda: Catecolaminas, especialmente norepinefrina, liberadas pelo sistema nervoso simpatico se
ligam ao seu receptor adrenérgico do tipo beta 3 (RA-B3), levando a liberacdo de
adenosina 3',5’-monofosfato ciclico (AMPc) e consequente a ativagdo da proteina kinase A
(PKA), que fosforila a proteina quinase ativada por mitdgeno (MAPK) p38a. A p38a, por
sua vez, inicia diversas vias intracelulares, sendo de especial interesse a de ativagéo da
expressdo génica do coativador 1 alfa do PPARy (PGC1a). Posteriormente, PGC1a se liga
ao receptor ativador de proliferacdo peroxissomal alfa (PPARa) ou PPARYy para iniciar a
transcricdo génica da proteina desacopladora de elétrons 1 (UCP1), a proteina chave da
termogénese. Alternativamente, tanto PPARa quanto PPARy também podem transcrever
PGC1a.

Fonte: Adaptado de Richard et al., 2010.

A termogénese adaptativa do TAM parece ter dois propoésitos fisioldégicos
diferentes: (1) manter a temperatura corporal e (2) permitir a queima do excesso de
energia ingerida. No primeiro caso, temos a termogénese induzida pelo frio (também
chamada termogénese termorregulatéria) que visa manter a temperatura corporal
regulada. Embora a exposicdo aguda ao frio promova a termogénese através da
contracao involuntaria da musculatura esquelética (termogénese shivering), quando

essa exposicao se torna crénica, o mecanismo de dissipacdo de energia sem tremor
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se instala no TAM (termogénese non-shivering) (Cannon e Nedergaard, 2004; Lee et
al., 2014).

No segundo caso, temos a termogénese induzida por dieta (ou termogénese
metabolorregulatéria), que € pouco estudada e tem objetivos ainda pouco
esclarecidos (Cannon e Nedergaard, 2004). No final da década de 70, a primeira
grande descoberta nesse sentido demonstrou que a dieta tipo cafeteria (rica em
gordura saturada e acuUcares simples), que favorece o desenvolvimento de
obesidade em modelos animais, estava associada a um recrutamento do TAM
(Rothwell e Stock, 1979). Desde entéo, discute-se sua funcdo. Embora ndo faca
sentido evolucionario que ela tenha se desenvolvido para queimar o excesso de
calorias, mantendo a homeostase energética, estudos atuais apontam para um
possivel dispéndio de energia com o objetivo de manter a ingestdo de proteinas e o

aporte de aminoacidos constantes (Lowell e Spiegelman, 2000; Kozak, 2010).

1.2.2 Tecido adiposo branco

O TAB é o principal local de reserva de energia do corpo e foi, por muito
tempo, considerado como simples depdsito de gordura e energia. Nas Ultimas
décadas, no entanto, 0 aumento dos estudos envolvendo o TAB, gracas aos niveis
alarmantes de obesidade, revelou um novo papel para esse tecido. Ele € agora
reconhecido como um tecido enddcrino com grande relevancia metabdlica com
repercussdes importantes em todo o corpo, sendo que sua falta ou seu excesso
trazem consequéncias metabdlicas adversas para o organismo (Lee et al., 2008;
Proenca et al., 2014).

Duas atividades metabolicas primarias podem ser destacadas no TAB: a
lipogénese, que se refere a sintese e estoque de triglicerideos a partir de acidos
graxos e a lipdlise, que se refere a mobilizagdo ou hidrélise desses triglicerideos.
Sendo assim, através da lipogénese ele estoca energia e através da lipdlise ele
libera acidos graxos para o organismo, em resposta a alteracbes no balanco
energético. Esses dois processos sao regulados por mecanismos enddcrinos e

neuronais (Flachs et al., 2009; Proenca et al., 2014).
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Como ja mencionado, o principal local de reserva de triglicerideos é o TAB,
em que uma Unica goticula de gordura ocupa 80 a 90% da célula, deslocando o
ndcleo e as organelas para a periferia celular. No entanto, também €& possivel o
armazenamento desses triglicerideos em outros tecidos como musculo e figado, o
que leva a lipotoxicidade, resisténcia a insulina e diversos outros efeitos deletérios
(Proenca et al., 2014).

A sintese de triglicerideos no TAB consiste na unido de trés moléculas de
acidos graxos com uma de glicerol, sendo que esses acidos graxos podem se
originar tanto da corrente sanguinea (na forma de VLDL, por exemplo) quanto
internamente através da formacdo de malonil-CoA a partir de acetil-CoA. Vérios
transportadores localizados na membrana celular estdo envolvidos no transporte
desses acidos graxos da circulacdo para o interior da célula e, dentre eles, destaca-
se 0 CD36 (Yang et al., 2013).

Apbés entrar nos adipécitos, os acidos graxos precisam se ligar a
transportadores especificos, uma vez que ndo sdo sollveis no meio aguoso do
citoplasma e podem ser toxicos para as membranas. Esses transportadores sao as
proteinas ligantes de acidos graxos (FABP), que incluem a FABP4, também
conhecida como adipocyte protein 2 (aP2). A aP2 transporta os acidos graxos da
membrana até o local de acdo da enzima acil-CoA sintase, onde os acidos graxos
sdo ligados a coenzima-A para posterior ligacdo com o glicerol e formacdo de
triglicerideos (Figura 4) (Garin-Shkolnik et al., 2014).

E possivel também observar no TAB 0 mecanismo de lipogénese de novo,
que consiste na producdo de acidos graxos a partir de substratos que nao sdo
lipidios. De forma sucinta, a acetil-CoA é carboxilada em malonil-CoA que, entao,
através da atividade da enzima FAS fornece unidades de carbono até a formacéao de
acido palmitico, o primeiro acido graxo sintetizado (Figura 4) (Berndt et al., 2007).

Ja com relacéo a lipdlise, ela é ativada em periodos de privacao de nutrientes,
estresse ou atividade fisica, consistindo na liberacdo de acidos graxos que serédo
usados por outros tecidos para a producgdo de energia. O estimulo para a lipdlise é
majoritariamente fornecido pelas catecolaminas, que no TAB, assim como no TAM,
atuam principalmente pelo RA-B3. Essa ligacdo desencadeia uma série de reacdes
gue culminam na hidrélise dos triglicerideos em diacilglicerois, depois em
monoacilglicerois até acidos graxos. Como ja descrito, esses acidos graxos caem na

circulacao e sao direcionados a outros tecidos (Proenca et al., 2014).
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Alternativamente, esses acidos graxos liberados pela lip6lise podem entrar na
mitocondria servindo como fonte de energia para o proprio adipécito através da beta-
oxidacdo. A CPT-1 esta localizada na membrana externa da mitocondria e € a
enzima limitante para a beta-oxidacdo dos acidos graxos. A reacdo promovida por
ela é a etapa inicial para a entrada dos acidos graxos de cadeia longa do citoplasma
para a matriz mitocondrial onde a oxidag&o ocorre. De forma interessante, o malonil-
CoA atua como inibidor da CPT-1, impedindo sua acéo em estados de alimentacao,
sendo, portanto, um regulador da beta-oxidacdo e do metabolismo do TAB (Figura 4)
(Brown et al., 1997).

Como ja mencionado, atualmente reconhece-se o TAB como um 6rgéo
metabolicamente ativo, que secreta citocinas (TNFa e IL-6, por exemplo) e
adipocinas (como adiponectina e leptina), sendo, portanto, considerado um tecido
enddcrino. Em situagdes fisioldgicas, os adipécitos brancos sao pequenos e insulino-
sensiveis, com a presenca de macrofagos do tipo M2, que protegem as células da
inflamacé&o. Por outro lado, na obesidade, os adipécitos se tornam hipertrofiados,
insulino-resistentes e com a presenca de macréfagos do tipo M1. Todas essas
mudancas levam a uma alteracéo no perfil secretdrio dessas células, com aumento
da producdo de mediadores pré-inflamatérios tanto pelos adipécitos hipertrofiados
guanto pelos macrofagos ativados e com diminuicdo de mediadores anti-
inflamatorios. Cria-se entdo o estado de inflamacéo sistémica de baixa intensidade
(Flachs et al., 2009; Peirce et al., 2014).

As principais citocinas e adipocinas liberadas em situacfes de obesidade
incluem TNFa, IL-6, proteina quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1), resistina, dentre
outros. Esses mediadores provocam o desenvolvimento da resisténcia a insulina em
diversos tecidos, como o préprio TAB, o figado e o musculo esquelético (Barbosa-
da-Silva et al., 2012; Catta-Preta et al., 2012). De forma oposta, a adiponectina € a
principal adipocina anti-inflamatoria e tem sua secre¢do e niveis plasmaticos
diminuidos com a hipertrofia dos adipécitos. A adiponectina é capaz de melhorar a
sensibilidade a insulina e estimular a oxidag&o de acidos graxos (Shetty et al., 2012).
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Figura 4 - Resumo simplificado da lipogénese e beta-oxidacdo no tecido adiposo
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Legenda: As atividades bésicas do tecido adiposo branco incluem a lipogénese e a lipdlise. No
primeiro caso, os &cidos graxos sdo obtidos da corrente sanguinea através de receptores
como o cluster de diferenciacdo 36 (CD36) e sdo transportados pelo citoplasma pela
adipocyte protein 2 (aP2) até o local da reagéo de ligagao deles com o glicerol, formando
os triglicerideos que serdo estocados na goticula de gordura. Nos adipécitos, ainda pode
ocorrer a lipogénese de novo em que os 4cidos graxos séo sintetizados a partir de acetil-
CoA, que é convertido em malonil-CoA e entdo através de sucessivas reagdes pela
enzima acido graxo sintase (FAS), em acidos graxos que também serdo armazenados na
forma de triglicerideos. Por outro lado, a lipolise resulta na quebra desses triglicerideos e
liberagdo de acidos graxos. De forma alternativa, essas moléculas podem ser utilizadas
para producdo de energia através da beta-oxidagdo, que ocorre na mitocondria e tem
como principal enzima a carnitina palmitoil transferase-1 (CPT-1).
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Outra adipocina que merece destaque € a leptina, que tem papel central na
homeostase energética. Sua fungdo € comunicar o sistema nervoso central sobre a
guantidade de gordura estocada, para controle da massa corporal. Assim, a ativacéo
de seus receptores centrais diminui o apetite bem como ativa 0 sistema nervoso
simpético (aumentando inclusive a termogénese, como previamente descrito)
(Enriori et al., 2011). Conforme a massa de tecido adiposo aumenta, também se
elevam os niveis de leptina circulante, o que poderia parecer paradoxal, uma vez
gue na obesidade ndo ha diminuicdo de apetite nem reducdo da massa corporal.
Esse fato, no entanto, é explicado pelo aparecimento de hiperleptinemia e posterior
falha na acdo da leptina, devido a defeitos na sua sinalizagdo. Portanto, a obesidade
também é marcada por um estado de resisténcia a leptina (Kshatriya et al., 2011).

Por todo o exposto, torna-se evidente que o tecido adiposo (tanto marrom
quanto branco) exerce papel fundamental na obesidade e sindrome metabdlica,
sendo, portanto, um alvo importante nas terapias alternativas de combate a essas

doencas.

1.3 Acidos graxos poli-insaturados n-3

Os é&cidos graxos podem ser divididos em saturados ou insaturados,
dependendo da auséncia ou presenca de dupla ligacdo entre os carbonos,
respectivamente. Os acidos graxos insaturados podem ainda ser divididos em
monoinsaturados e poli-insaturados, de acordo com o numero de insaturacdes
presentes na molécula (Schachter et al., 2004). Com base nessa caracteristica, 0s
acidos graxos insaturados podem ser denominados de acordo com o local em que
apresentam a dupla ligacdo. Sendo assim, os acidos graxos monoinsaturados séo
comumente denominados n-9 ou 6mega-9, pois possuem a primeira dupla ligacdo
no carbono 9 (contando a partir da terminagcdo metil da cadeia acil) e os AGPI
podem ser chamados de n-3 (ou 6mega-3) ou n-6 (ou dmega-6), dependendo do
local da primeira insaturacdo (Lamping et al., 2012).

Dentre os AGPI, dois merecem especial atencdo: &cido linoleico (AL - um
acido graxo n-6) e 4cido alfa-linolénico (ALN - um acido graxo n-3). AL e ALN séo os

acidos graxos n-6 e n-3 mais simples e ndo podem ser sintetizados pelo organismo.
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Dessa forma, eles sdo também chamados de essenciais, pois devem ser obtidos a
partir da dieta (Schachter et al., 2004).

No organismo, ALN, quando ingerido, é convertido, no figado, em outros
AGPI, dentre eles, EPA e DHA, que sdo comumente referidos como AGPI de cadeia
muito longa (Valenzuela e Videla, 2011). A via completa de biossintese dos AGPI a
partir do ALN pode ser visualizada na Figura 5.

No entanto, a habilidade do organismo em converter ALN em EPA e,
especialmente DHA é limitada (Smink et al., 2012). Tal explicacdo se baseia no fato
de que A6-desaturase € uma enzima limitante e, portanto ela restringe a producao de
AGPI de cadeia longa mesmo em altas concentracdes de ALN (Gregory et al.,
2011). De fato, a conversdo de &acido estearidonico em EPA parece ser mais
eficiente quando comparado com o ALN, uma vez que ndo ha necessidade da
participacdo da A6-desaturase nesse processo (James et al., 2003).

Hoje em dia, EPA e DHA sé&o considerados os &cidos graxos com 0S maiores
efeitos benéficos (Stoeckel et al., 2011). Os efeitos desses AGPI n-3 de cadeia muito
longa sdo mediados principalmente por dois grupos de mecanismos (Figura 6): (1)
mudanca na composicdo dos fosfolipidios das membranas plasmaticas e (2)
interacdo com receptores ou sensores de superficie ou intracelulares (Calder, 2012).

Com relacdo a membrana celular, os AGPI n-3 sdo capazes de alterar a
composicdo dos fosfolipidios, passando de um predominio de AGPI n-6
(principalmente acido aracdénico) para um de n-3 (Stoeckel et al., 2011). Estudos
demonstram que a ingestdo de ALN, EPA e/ou DHA diminui a presenca de &cido
aracdbnico nas membranas plasmaticas (Gibson et al., 2012; Smink et al., 2012).

Os AGPI n-3 (principalmente EPA) assim como 0S n-6 presentes nas
membranas plasmaticas, sdo alvos das enzimas de degradacédo ciclo-oxigenase e
lipoxigenase. No entanto, no primeiro caso, ha formacdo de eicosanoides de série
impar, que englobam prostaglandinas e tromboxanos de série 3 e leucotrienos de
série 5, que apresentam menor agao pro-inflamatoria (Lamping et al., 2012). Além
disso, tal substituicdo faz com que esses &cidos graxos entrem em competicdo com
0s n-6 pelas enzimas de degradacao, diminuindo a producdo dos mediadores pro-
inflamatorios derivados dos AGPI n-6 (Gonzalez-Periz et al., 2009). EPA e DHA
também parecem servir de substratos para a producdo de mediadores lipidicos
denominados resolvinas e protectinas, que ajudam na resolugdo do processo

inflamatorio (Gonzalez-Periz et al., 2009).
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Figura 5 - Biossintese de acidos graxos poli-insaturados n-3
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Legenda: Acido alfa-linolénico (ALN) é desaturado pela enzima A6-desaturase a acido estearidénico
gue, por sua vez, sofre acdo da elongase para formacdo de &cido eicosatetraenoico
(ETA). Esse sofre a agdo da A5-desaturase para producdo de &cido eicosapentaenoico
(EPA) que, entdo, sofre acdo da elongase para formagédo de acido docosapentaenoico
(DPA) que, por ultimo, € metabolizado a acido docosahexaenoico (DHA).

Fonte: Adaptado de Calder, 2012.

Atualmente sabe-se que os AGPI n-3 tem influéncia na formacédo e
funcionalidade dos rafts das membranas celulares. Esses rafts correspondem a
microdominios ricos em colesterol e esfingolipidios em que ha ancoragem de
moléculas de sinalizagcéo e estéo, portanto, envolvidos em diversos processos como
ativacao celular e transducéo de sinal. Apesar de ndo participarem na composicéo
dos rafts (por causa da baixa afinidade com o colesterol), os acidos graxos sao
incorporados em regides de nao-raft e parecem modular esses microdominios,
levando a uma alteragéo positiva na sua funcionalidade (Chapkin et al., 2008; Turk e
Chapkin, 2013).
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Figura 6 - Mecanismos de a¢éo dos acidos graxos poli-insaturados n-3
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Legenda: Os dois principais mecanismos de acdo dos &cidos graxos poli-insaturados n-3 envolvem:
(1) a substituicdo dos fosfolipidios de membrana, levando a alteragcdo de sua fluidez e da
formacao de rafts, e a producdo de eicosanoides e outros mediadores inflamatérios; e (2)
a interacdo com receptores de superficie e intracelulares. Esses processos levam a
alteracdes na transducdo dos sinais e, consequentemente, a mudan¢as na resposta
celular, contribuindo para a melhora na sadde.

Fonte: Adaptado de Calder, 2011.
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No que tange a participagdo dos AGPI n-3 na interacdo com receptores ou
sensores celulares, sabe-se que EPA e DHA sdo capazes de atuar diretamente
sobre diversas moléculas (Wakutsu et al., 2010). Nesse sentido, vale destacar a
ligacdo desses acidos graxos ao receptor associado a proteina G 120 (GPR 120),
gue desencadeia diversas respostas celulares, que incluem mecanismos anti-
inflamatorios (Oh et al., 2010). Os AGPI n-3 também parecem modular a atividade
do fator nuclear kapa B (NFkB), que € um fator de transcricdo responsavel pela
expressao génica de diversas citocinas, e, consequentemente, diminuir a resposta
pré-inflamatéria (Hsueh et al.,, 2011). Por ultimo, EPA e DHA sdo considerados
agonistas PPARa, PPARB/6 e PPARy, uma vez que eles ativam essas isoformas (Yu
et al., 2010; Calder, 2012).

PPARa e PPARB/6 estdo relacionados a regulacdo de genes envolvidos na
beta-oxidacédo lipidica, principalmente no figado, mas também no tecido adiposo,
enquanto PPARy atua na diferenciacdo de adipdcitos e na transcricdo de genes
lipogénicos e de transporte de acidos graxos. Dessa forma, grande parte dos efeitos
observados dos AGPI n-3 na obesidade e suas comorbidades pode ser explicada
pela ativacao desses fatores de transcricédo (Flachs et al., 2014).

Diversas sementes e seus 06leos, além de algumas frutas oleaginosas, contém
quantidades consideraveis de ALN. Linhaca e 6leo de linhaca possuem, em média,
45% a 55% dos acidos graxos na forma de ALN enquanto outras sementes, como
soja, apresentam apenas 10%. A ingestdo média de ALN nas populacdes ocidentais
gira em torno de 0,5 a 2 gramas/dia (Burdge e Calder, 2006).

Com relacdo aos AGPI n-3 de cadeia muito longa, eles podem ser obtidos na
dieta a partir da ingestdo de peixes, principalmente. No entanto, a quantidade
desses acidos graxos nos peixes e a razdo EPA:DHA s&do bem variaveis e
dependem de diversos fatores, tais como as caracteristicas metabadlicas dos peixes
e a estacao do ano. Além disso, a concentracdo também varia de acordo com o tipo
de peixe. Peixes magros, como o bacalhau, apenas armazenam lipidios no figado,
enquanto peixes gordurosos, como cavala, arenque, salméo, atum e sardinha,
armazenam lipidios por toda sua carne. Uma porcéao de peixe magro pode fornecer
de 0,2 a 0,3 gramas de AGPI de cadeia muito longa e uma porcéo de peixes oleosos

pode fornecer entre 1,5 a 3,5 gramas desses acidos graxos. Como forma de
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maximizar a ingestéo, principalmente de EPA e DHA, é possivel consumir 6leo de
peixe, obtido da carne ou do figado dos animais (Calder, 2012).

1.4 Oleo de peixe

O Oleo de peixe é rico em AGPI n-3 de cadeia muito longa, contendo
geralmente em torno de 25% a 30% de seus lipidios sob a forma de EPA e DHA. No
entanto, essa composicdo € variavel pelos fatores ja mencionados anteriormente.
Dessa forma, a proporcdo desses acidos graxos nos 0leos de peixe reflete o peixe
utilizado para obtencéo do 6leo. Assim, Oleo de figado de bacalhau, por exemplo, é
mais rico em EPA do que DHA, enquanto 6leo de sardinha € mais rico em DHA do
que EPA (Calder, 2012). O 6leo de menhaden (em portugués, savelha ou saboga),
por sua vez, apresenta mais EPA do que DHA em propor¢cdes que variam entre
12,8% a 15,4% e entre 6,9% e 9,1%, respectivamente (Yin e Sathivel, 2010).

A ideia de que o 6leo de peixe pudesse ter algum efeito benéfico sobre a
salde se iniciou a partir de observacdes sobre a populacdo de esquimés da
Groenlandia. Nessas populacgdes, foi possivel associar o alto consumo de alimentos
ricos nos acidos graxos n-3 com baixa incidéncia de doencas cardiovasculares,
diabetes melito tipo 2, doencas inflamatérias e autoimunes (Kromann e Green,
1980).

Desde entéo, diversos estudos experimentais demonstram efeito da ingestao
de 6leo de peixe sobre os parametros da sindrome metabdlica como resisténcia a
insulina, dislipidemia e doenca hepatica gordurosa nao alcodlica (Saraswathi et al.,
2009; Arai et al., 2013; Bargut et al., 2014). Além disso, ele parece ter efeito ndo s6
no processo inflamatério relacionado a obesidade (Saraswathi et al., 2007; Cintra et
al., 2012) como também em diversas doencas de base inflamatdria como asma (Yin
et al., 2009; Bargut et al., 2013) e colite ulcerativa (Monk et al., 2012).

Em humanos, diversos estudos vém demonstrando efeito benéfico do Oleo de
peixe, embora ainda ndo haja consenso, muito provavelmente pelo emprego de
diferentes doses, composicdes e formas de ingestdo nos trabalhos disponiveis (Galli
e Calder, 2009). H4 evidéncias de que sua ingestao esti associada a diminui¢do do

risco de doengas como sindrome metabdlica (Ruidavets et al., 2007), diabetes melito
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tipo 2 (Djousse et al., 2011), Doenca de Crohn (Nielsen et al., 2005), artrite
reumatoide (Dawczynski et al., 2011), entre outros.

Nesse sentido, 0 Oleo de peixe também parece proteger contra e reduzir o
ganho de massa corporal, em modelos experimentais e em humanos (Couet et al.,
1997; Kabir et al., 2007; Bargut et al., 2014; Lionetti et al., 2014). Os principais
efeitos antiobesogénicos do Oleo de peixe parecem estar relacionados a sua
capacidade de modular genes envolvidos na oxidagcao lipidica em uma gama de
orgaos, como figado e intestino delgado, e também modular a adipogénese no
tecido adiposo (Flachs et al., 2005; van Schothorst et al., 2009; Buckley e Howe,
2010). Além disso, estudos também apontam sua participacdo na expressao de
UCP1 no TAM e no recrutamento de células brite no TAB subcutaneo, sugerindo
modulacao da termogénese (Takahashi e Ide, 2000; Zhao e Chen, 2014).

Para obter os beneficios do 6leo de peixe, a American Diabetes Association
(ADA) recomenda a ingestdo de peixe, duas a trés vezes por semana’. Ja a
American Heart Association (AHA) e a Sociedade Brasileira de Cardiologia (SBC)
recomendam duas porcdes, principalmente de peixes gordurosos, por semana, para
individuos saudaveis, um grama de EPA mais DHA por dia para individuos com
doenca coronariana, e de dois a quatro gramas de EPA mais DHA para combate da
hipertrigliceridemia®”.

Dessa forma, o 6leo de peixe parece ser uma potencial terapia alternativa no
combate a obesidade e sindrome metabdlica, ndo sé pelos efeitos nas diversas
comorbidades associadas, mas pela influéncia direta no tecido adiposo e na

modulacdo da massa corporal e adiposidade.

® American Diabetes Association. Food and Fitness. Fats. Healthy Fats. Disponivel em:
<http://www.diabetes.org/food-and-fitness/>. Acesso em: 20 dez. 2014.

* American Heart Association. Getting Health. Nutrition Center. Healthy Eating. Fish 101. Disponivel
em: http://www.heart.org/HEARTORG/GettingHealthy/. Acesso em: 20 dez. 2014.

® Sociedade Brasileira de Cardiologia. | Diretriz sobre o consumo de gorduras e salde cardiovascular.
Arquivos brasileiros de cardiologia, v.100, n.1, suplemento 3. Rio de Janeiro: SBC; 2013.



2 OBJETIVOS

2.1 Geral
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Considerando todo o exposto, o objetivo do presente estudo foi avaliar os

efeitos antiobesogénicos de diferentes dietas hiperlipidicas com 0Oleo de peixe na

termogénese do TAM e na lipogénese e beta-oxidacdo do TAB.

2.2 Especificos

Avaliar o efeito de diferentes dietas hiperlipidicas com 6leo de peixe sobre:

a)
b)
c)
d)
e)
f)

9)
h)
)

)

K)

a massa corporal, gordura epididimaria e indice de adiposidade;
a ingestao alimentar, quociente respiratério e gasto energético;
a intolerancia a glicose e resisténcia a insulina;

o perfil plasmético de leptina e triglicerideos;

0s marcadores termogénicos no TAM,;

a expressdo de PPAR no TAM;

a captacao e oxidacéao de lipidios no TAM,;

a captacéao de glicose no TAM;

o remodelamento do TAB,;

a expressdo de PPAR no TAB;

a lipogénese e beta-oxidacédo no TAB.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais e dieta

Todos os procedimentos foram conduzidos de acordo com o0s guias
convencionais para experimentacdo em animais (Publicacdo numero 85-23 do NIH,
revisada em 1996). O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica para
Experimentacdo Animal local (Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes) sob o
protocolo CEUA/018/2013.

Camundongos C57BL/6 machos, obtidos da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG), foram mantidos em condi¢des controladas de temperatura, umidade
e ciclo de luz (21+2° C, umidade 60 + 10%, ciclo claro-escuro 12:12 horas), com livre
acesso a racdo e a agua. Com 12 semanas de vida (trés meses), os animais foram
aleatoriamente divididos em quatro grupos experimentais: um grupo que recebeu
dieta padrdo de manutencéo para roedores de acordo com o American Institute of
Nutrition (AIN-93M; standard-chow, SC; 10% da energia proveniente dos lipidios)
(Reeves et al., 1993) e trés grupos que receberam dieta hiperlipidica (HL; 50% da
energia proveniente dos lipidios). As dietas foram administradas durante um periodo
de oito semanas. Os grupos foram assim compostos (n=10 por grupo):

a) grupo SC;

b) grupo HL-B: hiperlipidico-banha, lipidios provenientes da banha de porco;

c) grupo HL-B+Px: hiperlipidico-banha mais 6leo de peixe, lipidios provenientes da
banha de porco e do 6leo de peixe;

d) grupo HL-Px: hiperlipidico-6leo de peixe, lipidios provenientes do 6leo de peixe.

As dietas foram elaboradas com nutrientes purificados pela PragSolucdes

(Jau, S&o Paulo, Brasil, www.pragsolucoes.com.br) e sua composicdo detalhada

pode ser vista na Tabela 1. Foi utilizado 6leo de peixe de menhaden (Santa Cruz
Biotechnology).


http://www.pragsolucoes.com.br/
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Tabela 1 - Composicao e contetdo energético das dietas (baseadas na AIN-93M)

Ingredientes (g/kg) SC HL-B HL-B+Px  HL-Px
Caseina (> 85% de proteina) 140,0 175,0 175,0 175,0
Amido de milho 620,692 347,692 347,692 347,692
Sacarose 100,0 100,0 100,0 100,0
Oleo de soja 40,0 40,0 40,0 40,0
Banha de porco - 238,0 119,0 -
Oleo de peixe - - 119,0  238,0
Fibra 50,0 50,0 50,0 50,0
Mix de vitaminas® 10,0 10,0 10,0 10,0
Mix de minerais® 35,0 35,0 35,0 35,0
L-Cistina 1,8 1,8 1,8 1,8
Colina 2,5 2,5 2,5 2,5
Antioxidantes 0,008 0,060 0,060 0,060
Total gramatura 1000,0 1000,0 1000,0 1000,0
Proteinas (% Energia) 14 14 14 14
Carboidratos (% Energia) 76 36 36 36
Lipidios (% Energia) 10 50 50 50
Total energia (kcal/kg) 3811 5000 5000 5000

Legenda: ® Mix de minerais e vitaminas estdo de acordo com as recomendacdes da AIN-93M. Grupos
standard-chow (SC); hiperlipidico-banha (HL-B); hiperlipidico-banha mais 6leo de peixe
(HL-B+Px) e hiperlipidico-6leo de peixe (HL-PXx).
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3.2 Massa corporal e ingestédo alimentar

A massa corporal foi aferida semanalmente em balanca de precisdo 0,1 g
(Marte A-1500).

A ingestdo alimentar média dos animais (em gramatura), representada pela
diferenca entre o que foi ofertado e o que sobrou na gaiola apés 24 horas, foi aferida
diariamente. A ingestdo energética média foi obtida através da ingestdo em

gramatura multiplicada pelo valor energético da respectiva dieta (em kcal).

3.3 Teste oral de tolerancia a glicose (TOTG)

O TOTG foi realizado na ultima semana de experimento. Para isso, 0s
animais ficaram em jejum durante seis horas e depois foi administrada, por gavagem
orogastrica, solucdo contendo glicose (25% em solucéo salina estéril — 0,9% NacCl)
na dosagem de 1 g/kg. O sangue dos animais foi coletado por ordenha da veia
caudal nos tempos zero, 15, 30, 60 e 120 minutos depois da sobrecarga de glicose,
com o auxilio de um glicosimetro (Accu-Chek, Roche, SP, Brasil). A area sob a curva
(ASC) foi calculada, em unidades arbitrarias (u.a.) usando a ferramenta trapezoidal
do programa GraphPad Prisma verséo 6.05 para Windows (GraphPad Software, San
Diego, CA, EUA).

3.4 Calorimetria indireta e quociente alimentar

Na ultima semana de experimento, o quociente respiratorio (QR) e o gasto
energético (GE) foram medidos utilizando-se o sistema Oxylet (Panlab/Harvard,
Barcelona, Espanha). O sistema avalia o metabolismo respiratorio por meio da
calorimetria indireta, medindo o consumo de oxigénio (VO;) e o dispéndio de gas
carbbnico (VCO,). Os dados foram coletados em um periodo de 48 horas e as

meédias foram calculadas para todo o periodo do teste. Durante todo o procedimento,
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0S animais tiverem livre acesso a agua e a racdo. Os dados de aclimatacio foram
excluidos das analises.

O quociente alimentar (QA) foi calculado usando a equacéao: (0,835 * %
proteina da dieta) + (1,000 * % carboidrato da dieta) + (0,710 * % gordura da dieta)
(Livesey e Elia, 1988).

3.5 Sacrificio

Ao final da oitava semana de experimento, os animais foram deixados em
jejum alimentar por seis horas, tiveram a glicemia aferida pela veia caudal e, logo
apos, receberam por via intraperitoneal administracdo de heparina sédica (0,03 ml),
seguida por sobredose de pentobarbital sodico (150 mg/kg). Os animais
profundamente anestesiados foram colocados em decubito dorsal e sua cavidade
toracica foi exposta. O sangue foi coletado por puncdo cardiaca e o plasma foi
separado por centrifugacdo (120 g por 15 minutos) em temperatura ambiente e
imediatamente estocado em freezer a -80° C para posteriores analises.

O TAM interescapular e o TAB epididimario (depésito de gordura da parte
baixa do abdémen, conectada aos epididimos), retroperitoneal (ligado a parede
abdominal posterior perto dos rins e a porcdo abdominal dos ureteres) e inguinal
(localizada entre a parte inferior da caixa toracica e o meio da coxa) foram
cuidadosamente dissecados, pesados e armazenados em freezer a -80° C para
posteriores analises de biologia celular. Alternativamente, amostras de TAM
interescapular e TAB epididiméario foram armazenadas em solucéo de fixacdo (4%
formaldeido p/v, 0,1 M tampéo fosfato, pH 7,2) para posteriores analises de

microscopia de luz e confocal.
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3.6 Indice de adiposidade

O indice de adiposidade foi determinado como a razdo entre o somatério dos
trés compartimentos de TAB (epididimario, retroperitoneal e inguinal) dividido pela

massa corporal, apresentado como percentual.

3.7 Andlises plasmaéticas

As concentra¢des plasmaticas de leptina e insulina foram mensuradas atraves
de ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) utilizando kit SinglePlex EZML-82K
e EZRMI-13K, respectivamente (Millipore, Billerica, MA, EUA).

Os triglicerideos  plasmaticos foram  determinados através de
espectofotbmetro automatizado (Bioclin System 1l, Quibasa Ltda., Bioclin, Belo
Horizonte, MG, Brasil).

O calculo do HOMA-IR (“homeostasis model assessment-insulin resistance”)
foi realizado com a glicemia de jejum multiplicada pelo nivel de insulina, dividido por
22,5 (Matthews et al., 1985).

3.8 Microscopia de luz e confocal

O TAM interescapular fixado foi incorporado em Paraplast (Sigma-Aldrich, St.
Louis, EUA), seccionado em 5 um e corado com hematoxilina e eosina. Imagens
digitais foram capturadas em microscoépio de luz (microscopio Nikon eclipse T5100,
Nikon eclipse 90i, Nikon Instruments, Inc., NY, EUA; formato TIFF, cor de 36 bits,
1280 x 1024 pixels)

Para marcacao de UCP1 por imunofluorescéncia, secc¢des desparafinizadas e
hidratadas de tecido (5 pm) foram tratadas com tampé&o citrato (pH 6,0, a 60° C por
20 minutos) para recuperacdo antigénica e, entdo, com glicina 2% e tampé&o de

bloqueio (tampéo fosfato (PBS)/5% albumina sérica bovina (BSA)). As seccbes



44

foram incubadas overnight a 4° C com anticorpo anti-UCP1 (SC-6529; Santa Cruz
Biotechnology), na diluicdo 1:50 em PBS/1%BSA e, em seguida, foram incubadas
por 1 hora, em temperatura ambiente, com anticorpo secundario conjugado com
fluorocromo anti-goat 1gG-Alexa 488 (Invitrogen, CA, EUA), na diluicdo 1:50 em
PBS/1%BSA. Depois de lavagem com PBS, os cortes foram tratados com SlowFade
Antifade (Invitrogen, CA, EUA). Imagens digitais imunofluorescentes foram obtidas
utilizando-se microscopia confocal (Microscopio Confocal de Varredura a Laser —
Modelo C2; Nikon Instruments, Inc., NY, EUA).

3.9 Morfometria de adipécitos

O TAB epididimario fixado foi incorporado em Paraplast (Sigma-Aldrich, St.
Louis, EUA), seccionado em 5 um e corado com hematoxilina e eosina. Dez campos
microscopicos ndo consecutivos foram analisados por animal usando um
microscopio de luz (Olympus BX51, Olympus America Inc., Miami, EUA) e imagens
digitais foram capturadas (formato TIFF, cor de 36 bits, 1280 x 1024 pixels). Foram
medidos pelo menos 50 adip6citos por animal para calcular o diametro médio
(Imagem Pro software versao 7.01, Media Cybernetics, Silver Spring, MD, EUA). A
densidade numérica por area (Qaladipdcitos]) foi avaliada pela contagem do nimero
de adipdcitos que ndo tocavam duas linhas consecutivas (linhas proibidas) num
quadro de é&rea conhecida (Barbosa-da-Silva et al., 2012). O sistema-teste foi

construido pelo software STEPanizer (www.stepanizer.com) (Tschanz et al., 2011).

3.10 RT-PCR em tempo real

Parte do TAM interescapular (50 mg) e do TAB epididimario (50 mg) tiveram
seu RNA total extraidos utilizando 700 pl de Trizol (Invitrogen, CA, EUA). Em
seguida, adicionaram-se 100 pL de cloroférmio, seguido de centrifugacdo (11200
rpm, durante 10 minutos a 4° C), o que resultou no aparecimento de quatro fases,

das quais se retirou o sobrenadante da fase aquosa, que correspondia ao RNA. A
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esse, adicionaram-se 250 pL de isopropanol para precipitacdo do RNA, com
posterior centrifugagcao (11200 rpm, durante 10 minutos a 4 °C) e formacdo de um
precipitado de RNA. Entdo, retirou-se totalmente o isopropanol, ressuspendendo
com 500 pL de etanol 75% e seguido de centrifugacdo (11200 rpm, durante cinco
minutos a 4° C). O etanol foi totalmente retirado e o pellet ressuspendido em 10 pL
de &gua deionizada (MilliQ).

A concentracao de RNA foi determinada através de espectroscopia utilizando
0 equipamento Nanovue (GE Life Sciences). Apenas 1 ug de RNA foi separado e
acrescentado de DNAse | (Invitrogen, CA, EUA). O cDNA foi sintetizado utilizando
primers Oligo (dT) para RNAm e kit Superscript Il (Invitrogen, CA, EUA). O PCR em
tempo real foi realizado utilizando o termociclador BioRad CFX96 (BioRad, Hercules,
CA, EUA) e mix SYBR Green (Invitrogen, CA, EUA).

Os primers foram gerados utilizando o software online Primer3, e estao
indicados na Tabela 2. A B-actina foi utilizada como controle endégeno para corrigir
a expressao dos genes-alvo.

No TAM foram avaliados os seguintes primers: RA-3, PGCla, UCP1,
PPARa, PPARB/8, PPARYy, CD36 e CPT-1.

No TAB foram avaliados os seguintes primers: PPARa, PPARB/6, PPARYy,
CD36, aP2, FAS e CPT-1.

A eficiéncia da corrida dos genes-alvo e dos genes enddgenos foram
aproximadamente iguais, sendo calculada através de diluicbes em série do cDNA.
As reacdes de amplificacdo seguiram as seguintes condicdes: pré-desnaturacao e
ativacdo da polimerase (4 minutos a 95° C), seguido de 44 ciclos, cada um
consistindo em 95° C durante 10 segundos e 60° C durante 15 segundos, e depois
por uma curva de melting (60 a 95° C, com taxa de aquecimento de 0,1° C/segundo).
Os controles negativos consistiram de po¢cos em que cDNA foi substituido por agua
deionizada. A razdo de expressao relativa de RNAm foi calculada pela equacéo 2
AACt “em que ACT expressa a diferenca entre o numero de ciclos dos genes-alvo e

dos controles endogenos (Bustin et al., 2009).



Tabela 2 - Primers de RT-qPCR e respectivas sequéncias

Primer Sentido 5’-3’ Anti-sentido

aP2 TGGAAGCTTGTCTCCAGTGA AATCCCCATTTACGCTGATG
B-actina CTCCGGCATGTGCAA CCCACCATCACACCCT
CD36 TGCATTTGCCAATGTCTAGC CCCTCCAGAATCCAGACAAC
CPT-1 AAGGAATGCAGGTCCACATC CCAGGCTACAGTGGGACATT
FAS CACCCACTGGAAGCTGGTAT TCGAGGAAGGCACTACACCT
PGC1a GTGTGAGGAGGGTCATCGTT GTCAACAGCAAAAGCCACAA
PPARa TCGGACTCGGTCTTCTTGAT TCTTCCCAAAGCTCCTTCAA
PPARB/® GGTTGACCTGCAGAYGGAAT TGGAGCTCGATGACAGTGAC
PPARy2 ACGATCTGCCTGAGGTCTGT CATCGAGGACATCCAAGACA
RA-B3 AAGGAGACGGAGGAGGAGAG ACAGGAATGCCACTCCAATC
UCP1 TCTCAGCCGGCTTAATGACT TGCATTCTGACCTTCACGAC

46

Legenda: Adipocyte protein 2, aP2; Cluster de diferenciagdo 36, CD36; Carnitina palmitoil transferase-
1 (CPT-1); Acido graxo sintase, FAS; Coativador 1 alfa do receptor ativador de proliferacdo
peroxissomal gama (PCG1a); Receptor ativador de proliferagdo peroxissomal alfa
(PPARa); Receptor ativador de proliferacdo peroxissomal beta/delta (PPARB/d); Receptor
ativador de proliferacdo peroxissomal gama (PPARYy); Receptor adrenérgico beta 3, RA-
B3; Proteina desacopladora de elétrons 1 (UCP1).
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3.11 Western blot

Os depdsitos de TAM interescapular (50 mg) e TAB epididimario (100 mg)
foram adicionados ao tampéo de lise RIPA (radioimunoprecipitagdo) com inibidor de
protease, homogeneizados e centrifugados (10000 g durante 30 minutos a 4° C)
para posterior quantificagdo das concentragdes proteicas (Pierce BCA Protein Assay
Kit, ThermoScientific). Apos desnaturacdo (cinco minutos a 100° C), quantidades
iguais de proteinas (~20-80 ug) foram separadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida e transferidas do gel para uma membrana de PVDF (Amersham
Biosciences, Piscataway, NJ, EUA) por eletrotransferéncia. A membrana foi entéo
bloqueada por incubacdo em 5% (p/v) de leite em p6 desnatado, diluido em tampéo
salina com Tris (TBS-T [20 mmol/L de Tris/HCI (pH 7,4) e 500 mmol/L de NaCl]) em
temperatura ambiente, durante uma hora para evitar ligagbes inespecificas.
Posteriormente, a membrana foi incubada com anticorpo primério overnight, a 4° C.

No TAM foram avaliadas as seguintes proteinas: RA-B3 (44 kDa; SC-1473;
Santa Cruz Biotechnology), PGCla (91 kDa; SC-5816; Santa Cruz Biotechnology),
UCP1 (33 kDa; SC-6529; Santa Cruz Biotechnology), PPARa (52 kDa; SC-9000;
Santa Cruz Biotechnology), PPARy (67 kDa; SC-7273; Santa Cruz Biotechnology),
TC10 (24 kDa; T 8950; Sigma) e GLUT-4 (55 kDa; 07-1404; Millipore).

No TAB foram avaliadas as seguintes proteinas: PPARa (52 kDa; SC-9000;
Santa Cruz Biotechnology) e PPARYy (67 kDa; SC-7273; Santa Cruz Biotechnology).

No dia seguinte, a membrana foi incubada com anticorpo secundério
especifico para sua origem. A reacao foi revelada por quimioluminescéncia e as
imagens obtidas com o sistema ChemiDoc (BioRad, Hercules, CA, EUA). A
intensidade das bandas foi quantificada usando o software ImageJ (ImageJ, U. S.
National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA, http://imagej.nih.gov/ij/,
1997-2014). A B-actina (SC-81178, Santa Cruz Biotechnology) foi utilizada como

fator de correcao.
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3.12 Anédlise estatistica

Os dados foram testados quanto a normalidade e homocedasticidade das
variancias e sao apresentados como media + desvio padrao da média. As diferencas
entre os grupos foram testadas pela analise de variancia (ANOVA) de um fator,
seguida pelo pos-teste de Holm-Sidak, considerando estatisticamente significante
P<0,05. A estatistica foi realizada com auxilio do programa GraphPad Prisma
(GraphPad Software, versao 6.05 para Windows, LaJolla, CA, EUA) que também foi
utilizado para confeccédo dos gréficos.
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4 RESULTADOS

4.1 Massa corporal e ingestao alimentar

Todos os animais iniciaram o experimento com massa corporal similar. Apés
duas semanas de dieta, o grupo HL-B se mostrou mais pesado que 0s outros trés
grupos (+25%, P=0,0057, comparado com o grupo SC) e essa diferenca perdurou
até o final do experimento (+19%, P<0,0001, comparado com o grupo SC). Apés as
oito semanas, o grupo HL-B+Px demonstrou maior massa corporal do que o grupo
SC (+12%, P=0,0003) e menor massa corporal do que o grupo HL-B (-6%,
P=0,0222), permanecendo, portanto, em posicdo intermediaria. O grupo HL-Px
permaneceu similar ao grupo SC durante todo o experimento. A evolugdo da massa
corporal pode ser vista na Figura 7.

Os quatro grupos experimentais apresentaram ingestdo alimentar similar
(Tabela 3). Considerando que os grupos HL ingeriram dietas hiperenergéticas, esses
animais apresentaram elevada ingestdo energética quando comparados com o
grupo SC (+26%, P=0,0005, para o grupo HL-B; +31%, P<0,0001, para o grupo HL-
B+Px; +34%, P<0,0001, para o grupo HL-Px). Nao houve diferenca na ingestao

energética entre os trés grupos que receberam dieta HL.
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Figura 7 - Evolucdo da massa corporal
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Legenda: Grupos standard-chow (SC); hiperlipidico-banha (HL-B); hiperlipidico-banha mais 6leo de
peixe (HL-B+Px) e hiperlipidico-6leo de peixe (HL-Px). Dados apresentados como média +
95% intervalo de confianca (n=10 por grupo). Nivel de significancia adotado P<0,05, sendo
[a] # SC; [b] # HL-B e [c] # HL-Px (one-way ANOVA, com pds-teste de Holm-Sidak).
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4.2 Teste oral de tolerancia a glicose

O grupo HL-B foi o Unico que apresentou aumento na area sob a curva no
TOTG, sendo 30% maior que o grupo SC (P<0,0001). Os grupos HL-B+Px e HL-Px

tiveram areas sob a curva similares ao grupo SC (Figura 8).

Figura 8 - Teste oral de tolerancia a glicose
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Legenda: Area sob a curva (A) e evolucdo da glicemia (B). Grupos standard-chow (SC); hiperlipidico-
banha (HL-B); hiperlipidico-banha mais 6leo de peixe (HL-B+Px) e hiperlipidico-6leo de
peixe (HL-Px). Dados apresentados como média + desvio padrdo da média (n=5 por
grupo). Nivel de significancia adotado P<0,05, sendo [a] # SC e [b] # HL-B (one-way
ANOVA, com poés-teste de Holm-Sidak).



52

4.3 Calorimetria indireta e quociente alimentar

Como esperado, os trés grupos HL tiveram QR reduzido, comparados com o
grupo SC: -9%, P=0,0297, para o grupo HL-B; -10%, P=0,0240, para o grupo HL-
B+Px; e -12%, P=0,0105, para o grupo HL-Px. Nao houve diferenca entre esses trés
grupos, como demonstrado na Tabela 3.

O QA calculado foi igual a 0,95 para a dieta SC e 0,83 para as dietas HL.

Em relacdo ao GE, que também pode ser observado na Tabela 3, os animais
do grupo HL-B demonstraram valores reduzidos em comparacdo ao grupo SC (-
10%, P=0,0005). Por outro lado, o grupo HL-B+Px demonstrou resultados similares
ao grupo SC e o grupo HL-Px demonstrou valores elevados em comparacdo ao
grupo SC (+6%, P=0,0183).

4.4 Adiposidade

A gordura epididimaria e o indice de adiposidade, demonstrados na Tabela 4,
estavam elevados no grupo HL-B (+81%, P<0,0001 e +73%, P<0,0001;
respectivamente), em comparacdo com o grupo SC. Assim como Vvisto na massa
corporal, o grupo HL-B+Px apresentou indices maiores que os do grupo SC (+43%,
P=0,0026 e +39%, P=0,0186; respectivamente), mas menores que os do grupo HL-B
(-21%, P=0,0059 e -19%, P=0,0276; respectivamente). Por outro lado, o grupo HL-

Px foi similar ao grupo SC nos dois parametros.
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Tabela 3 - Comportamento alimentar e gasto energético

Grupos

Dados

SC HL-B HL-B+Px HL-Px
Comportamento alimentar
Ingestéo alimentar (g) 297+0,11 2,87 £0,20 2,97 +0,31 3,02+0,38
Ingestdo energetica (kcal) 11,31 +0,41 14,28 +0,99° 14,87 +1,55° 15,11 +1,92°
QR 0,95+ 0,04 0,86 + 0,05% 0,85 + 0,04 0,83 +0,03?
QA 0,95 0,83 0,83 0,83
Gasto energético
GE (kcal/dia/kg®"®) 195,70 + 1,48 176,20 + 8,95 197,30 +4,20° 207,50 + 2,58*P¢

Legenda: Quociente respiratério, QR; Quociente alimentar, QA; Gasto energético, GE. Grupos standard-chow (SC); hiperlipidico-banha (HL-B); hiperlipidico-
banha mais 6leo de peixe (HL-B+Px) e hiperlipidico-6leo de peixe (HL-Px). Os valores estdo apresentados como média + desvio padrdo da média
(n =5 por grupo). P<0,05 quando comparado com os grupos SC [a], HL-B [b] e HL-B+Px [c] (one-way ANOVA e pés-teste de Holm-Sidak).
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4.5 Analises plasmaticas

A leptina plasmatica estava elevada no grupo HL-B, comparada com o grupo
SC (P<0,0001). O dleo de peixe foi capaz de normalizar esse parametro nos grupos
HL-B+Px e HL-Px, que foram similares ao grupo SC (Tabela 4).

O triglicerideo plasmatico (Tabela 4) estava elevado no grupo HL-B (+11%,
P=0,0163) e regularizado nos grupos HL-B+Px e HL-Px, comparado com o grupo
SC.

O grupo HL-B apresentou aumento da glicemia de jejum (+18%, P=0,0130) e
da insulina plasmatica (+209%, P=0,0013), o que resultou em elevacdo do HOMA-IR
(+227%, P=0,0103), comparado com o grupo SC. Por outro lado, os grupos HL-
B+Px e HL-Px apresentaram normalizacéo desses parametros (Tabela 4).
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Tabela 4 - Adiposidade e analises plasmaticas

Dados Grupos

e HL-B HL-B+Px HL-Px
Adiposidade
Gordura epididimaria (g) 0,30 + 0,03 0,54 + 0,112 0,43 + 0,04*° 0,25 + 0,05"°
indice de adiposidade (%) 1,92 + 0,07 3,34 + 0,732 2,69 + 0,60%° 1,43 +0,22°°
Andlises plasmaticas
Leptina (pg/mL) 1063,00 + 355,80 18357,00 + 2281,00® 4291,00 + 1761,00° 1560,00 + 283,70"
Triglicerideos (mg/dL) 71,50 + 3,60 79,21 + 3,69° 72,22 + 3,96° 68,22 + 3,27"
Glicemia de jejum (mg/dL) 145,50 + 11,20 172,00 +21,61* 123,00 + 28,85*° 111,30 + 13,60*"
Insulina (pg/ mL) 640,30 + 341,40  1979,00 + 373,50 1077,00 + 394,70 1139,00 + 423,90"
HOMA-IR 5,64 + 3,81 18,46 + 7,15 8,49 + 3,33° 8,02 + 3,49°

Legenda: Homeostasis model assessment-insulin resistance, HOMA-IR. Grupos standard-chow (SC); hiperlipidico-banha (HL-B); hiperlipidico-banha mais
6leo de peixe (HL-B+Px) e hiperlipidico-6leo de peixe (HL-Px). Os valores estdo apresentados como média + desvio padrdo da média (n = 5 por
grupo). P<0,05 quando comparado com os grupos SC [a], HL-B [b] e HL-B+Px [c] (one-way ANOVA e poés-teste de Holm-Sidak).
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4.6 Tecido adiposo marrom

4.6.1 Expressdo génica e proteica de marcadores termogénicos

Com relacdo a expresséao génica de RA-B3, PGC1a e UCP1, os grupos HL-B
(+19%, P=0,0067; +50%, P=0,0489; +49%, P=0,0015; respectivamente), HL-B+Px
(+33%, P<0,0001; +111%, P=0,0012; +129%, P<0,0001; respectivamente) e HL-Px
(+73%, P<0,0001; +359, P<0,0001; +239%, P<0,0001; respectivamente) estavam
elevados em comparacdo ao grupo SC. Além disso, o grupo HL-B+Px estava
aumentado comparado com o grupo HL-B (+12%, P=0,0209; +41%, P=0,0398;
+53%, P<0,0001; respectivamente) e o grupo HL-Px também estava elevado em
comparacdo com o grupo HL-B (+45%, P<0,0001; +206%, P<0,0001; +127%,
P<0,0001) e em comparacdo ao grupo HL-B+Px (+30%, P<0,0001; +118%,
P<0,0001; +48%, P<0,0001) para todas as trés andlises (Figura 9 A, C e E).

A expressdo proteica de RA-B3, PGC1a e UCP1 estava levemente
aumentada no grupo HL-B (+30%, P=0,0347; +8%, P=0,0286; +27%, P=0,0080;
respectivamente), comparada com o grupo SC. Em contrapartida, tais expressoes
estavam bastante elevadas no grupo HL-B+Px (+76%, P=0,0003; +15%, P=0,0008;
+59%, P<0,0001; respectivamente) e ainda mais elevadas no grupo HL-Px (+118%,
P<0,0001; +26%, P<0,0001; +83%, P<0,0001; respectivamente), comparadas com o
grupo SC. A resposta das proteinas termogénicas a ingestdo de 6leo de peixe,
assim como a resposta génica, se comportou de forma dependente da dose, como

observado na Figura9 B, D, Fe G.



Figura 9 - Marcadores termogénicos no TAM
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Legenda: Expressdo génica e proteica do receptor adrenérgico beta 3 (RA-B3 - A, B), coativador 1
alfa do receptor ativador de proliferacdo peroxissomal gama (PGCla - C, D), proteina
desacopladora de elétrons 1 (UCP1 - E, F), e bandas representativas (G). Grupos
standard-chow (SC); hiperlipidico-banha (HL-B); hiperlipidico-banha mais 6leo de peixe
(HL-B+Px) e hiperlipidico-6leo de peixe (HL-Px). Dados apresentados como média +
desvio padrdo da média (n=5 por grupo). Nivel de significancia adotado P<0,05, sendo [a]

# SC; [b] # HL-B e [c] # HL-B+Px (one-way ANOVA, com pds-teste de Holm-Sidak).
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4.6.2 Microscopia de luz e confocal

As imagens do TAM obtidas por microscopia de luz indicam tecido preservado
nos grupo SC e HL-Px. Em sentido oposto, o grupo HL-B apresenta elevada
deposicado de gordura nos adipécitos, que foi ligeiramente reduzida no grupo HL-
B+Px (Figura 10 A-D).

Em relacdo a microscopia confocal, as fotomicrografias do grupo HL-B
revelaram uma marcacao para UCP1 mais intensa que as do grupo SC. Os grupos
com O6leo de peixe apresentaram marcacao ainda mais intensa quando comparados
com os grupos SC e HL-B. Finalmente, a intensidade da marcacado revelou uma
resposta dose-dependente do 6leo de peixe (como ja observado pelas anélises de
expressao génica e proteica de UCP1), ou seja, a marcacao no grupo HL-Px foi mais
intensa que no grupo HL-B+Px. Fotomicrografias representativas dos quatro grupos

podem ser observadas na Figura 10 A'-D’.

4.6.3 Expressao génica e proteica de PPAR

A expressao génica de PPARPB/® estava diminuida no grupo HL-B em
comparacao com o grupo SC (-76%, P=0,0399). A resposta observada nos grupos
que receberam Oleo de peixe foi dose-dependente: o grupo HL-B+Px foi 66% maior
para PPARa (P=0,0394), 82% maior para PPARB/d (P=0,0399) e 109% maior para
PPARYy (P=0,0104) e o grupo HL-Px foi 413% maior para PPARa (P<0,0001), 227%
maior para PPARB/®& (P<0,0001) e 284% maior para PPARy (P<0,0001), em
comparacao ao grupo SC (Figura 11 A, C e D).

A expressao proteica de PPARa e PPARYy foi diminuida no grupo HL-B (-21%,
P=0,0459; -16%, P=0,0458; respectivamente) e aumentada nos outros dois grupos
HL, como demonstrado na Figura 11 B, E e F. De forma interessante, mais uma vez,
a resposta dessas proteinas nos dois grupos com 0Oleo de peixe foi dose-dependente
e, consequentemente, o grupo HL-B+Px foi 24% maior para PPARa (P=0,0459) e
29% maior para PPARy (P=0,0021) e o grupo HL-Px foi 47% maior para PPARa
(P=0,0009) e 100% maior para PPARy (P<0,0001), em comparacao ao grupo SC.
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4.6.4 Expressao génica da captacdo e oxidacdo de acidos graxos

A expressdao génica de CD36 se mostrou elevada nos trés grupos HL,
comparada com o grupo SC: +72%, para o grupo HL-B; +70%, para o grupo HL-
B+Px; e +72%, para o grupo HL-Px; P=0,0343 para as trés analises. Nao houve
diferenca entre esses trés grupos (Figura 12 A).

Por outro lado, a expressao génica de CPT-1 estava reduzida no grupo HL-B
(-28%, P=0,0015) e elevada nos grupos HL-B+Px (+28%, P=0,0019) e HL-Px (+22%,
P=0,0060), em comparacdo ao grupo SC. Esses resultados podem ser observados

na Figura 12 B.
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Legenda: Fotomicrografias obtidas por microscopia de luz e coradas com hematoxilina e eosina (A-D) e microscopia confocal, com marcagdo para proteina
desacopladora de elétrons 1 (UCP1; A’-D’) do tecido adiposo marrom, com a mesma ampliagdo. As fotomicrografias do grupo SC (A e A’)
demonstram histoarquitetura preservada com adipdcitos multiloculares e expresséo de UCP1. J4 o grupo HL-B (B e B’), apresenta adipdcitos com
elevada deposicao de gordura e aumento na expressédo de UCP1. O grupo HL-B+Px (C e C’) mostra deposi¢ao levemente aumentada de gordura
nos adipdcitos e expressao ainda mais aumentada de UCP1. Por altimo, o grupo HL-Px (D e D’) demonstra reduzidas goticulas de gordura nas
células e a maior expressao de UCP1 dentre os grupos.
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Figura 11 - PPAR no TAM
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Legenda: Expresséo génica e proteica do receptor ativador de proliferacdo peroxissomal alfa (PPAR«
- A, B), receptor ativador de proliferacdo peroxissomal beta/delta (PPARB/6 - C), receptor
ativador de proliferacdo peroxissomal gama (PPARy — D, E), e bandas representativas (F).
Grupos standard-chow (SC); hiperlipidico-banha (HL-B); hiperlipidico-banha mais 6leo de
peixe (HL-B+Px) e hiperlipidico-6leo de peixe (HL-Px). Dados apresentados como média +
desvio padrdo da média (n=5 por grupo). Nivel de significAncia adotado P<0,05, sendo [a]
# SC; [b] # HL-B e [c] # HL-B+Px (one-way ANOVA, com pds-teste de Holm-Sidak).
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Figura 12 - Captacédo e oxidacao de acidos graxos no TAM
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Legenda: Expressdo génica do cluster de diferenciacdo 36 (CD36 - A) e da carnitina palmitoil
transferase-1 (CPT-1 - B). Grupos standard-chow (SC); hiperlipidico-banha (HL-B);
hiperlipidico-banha mais 6leo de peixe (HL-B+Px) e hiperlipidico-6leo de peixe (HL-Px).
Dados apresentados como média + desvio padrdo da média (n=5 por grupo). Nivel de
significancia adotado P<0,05, sendo [a] # SC; [b] # HL-B e [c] # HL-B+Px (one-way
ANOVA, com poés-teste de Holm-Sidak).

4.6.5 Expressao proteica da captacdo de glicose

Em relacdo a TC10 e GLUT-4, o grupo HL-B apresentou expressao proteica
diminuida, comparado com o grupo SC (-26%, P=0,0469; -47%, P=0,0065;
respectivamente). Os grupos HL-B+Px e HL-Px apresentaram elevada expresséo
proteica de TC 10 (+38%, P=0,0057; +44%, P=0,0028; respectivamente), mas
expressao proteica de GLUT-4 similar a do grupo SC. Esses resultados podem ser

visualizados na Figura 13.
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Figura 13 - Captacao de glicose no TAM
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Legenda: Expressdo proteica de TC10 (A), transportador de glicose-4 (GLUT-4 - B), e bandas
representativas (C). Grupos standard-chow (SC); hiperlipidico-banha (HL-B); hiperlipidico-
banhat6leo de peixe (HL-B+Px) e hiperlipidico-6leo de peixe (HL-Px). Dados
apresentados como média + desvio padrdo da média (n=5 por grupo). Nivel de
significAncia adotado P<0,05, sendo [a] # SC; [b] # HL-B e [c] # HL-B+Px (one-way
ANOVA, com pos-teste de Holm-Sidak).
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4.7 Tecido adiposo branco

4.7.1 Morfometria de adipécitos

O diametro de adipdcitos (Figura 14 A) estava 23% maior no grupo HL-B
(P=0,0002), quando comparado ao grupo SC. Corroborando com os resultados
anteriores, o grupo HL-B+Px permaneceu elevado (+13%, P=0,0132) enquanto o
grupo HL-Px permaneceu similar ao grupo SC. Fotomicrografias representativas de
cada grupo podem ser vistas na Figura 14 C-F.

Resultados opostos foram vistos na densidade de adipdcitos em que o grupo
HL-B estava reduzido (-23%, P<0,0001) em relacdo ao grupo SC; o grupo HL-B+Px
estava reduzido em relacéo ao grupo SC (-15%, P=0,0015) e elevado em relacédo ao
grupo HL-Px (+11%, P=0,0446); e o grupo HL-Px estava similar ao grupo SC (Figura
14 B).
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Figura 14 - Morfometria de adipdcitos
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Legenda: Diametro de adipdcitos (A), Qa de adipdcitos (B) e fotomicrografias representativas (C-F). As imagens foram coradas com hematoxilina e eosina e
estdo na mesma ampliacdo. Nas fotomicrografias, percebe-se adipdcitos hipertrofiados no grupo HL-B (D) e no grupo HL-B+Px (E). Por outro
lado, o grupo HL-Px (F) apresentou adip6citos de tamanho similar aos do grupo SC (C). Grupos standard-chow (SC); hiperlipidico-banha (HL-B);
hiperlipidico-banha mais 6leo de peixe (HL-B+Px) e hiperlipidico-6leo de peixe (HL-Px). Dados apresentados como média + desvio padrédo da
média (n=5 por grupo). Nivel de significAncia adotado P<0,05, sendo [a] # SC; [b] # HL-B e [c] # HL-B+Px (one-way ANOVA, com pés-teste de
Holm-Sidak).
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4.7.2 Expressao génica e proteica de PPAR

A expressao génica e proteica de PPARa (-63%, P=0,0109 e -21%, P=0,0060,
respectivamente), bem como a expressao proteica de PPARy (-33%, P=0,0007) se
mostraram reduzidas no grupo HL-B. Todas as trés isoformas de PPAR
responderam de forma dose-dependente as dietas com 6leo de peixe, tanto na
expressao génica quanto na expressao proteica, como mostra a Figura 15. Sendo
assim, PPARa estava aumentando no grupo HL-B+Px (+137%, P=0,0002, na
expressao génica e +38%, P=0,0004, na expressao proteica) assim como PPARPB/6
(+124%, P=0,0172, na expressao génica) e PPARy (+94%, P=0,0137, na expressao
génica e +34%, P=0,0007, na expressao proteica). Da mesma forma, PPARa
(+312%, P<0,0001, na expresséo génica e +65%, P<0,0001, na expressao proteica),
PPARB/6 (+348%, P<0,0001, na expressado génica) e PPARy (+450%, P<0,0001, na
expressao génica e +72%, P<0,0001, na expressao proteica) estavam ainda mais

aumentados no grupo HL-Px.

4.7.3 Expressdo génica da lipogénese e beta-oxidacao

A expressdo génica de CD36 estava elevada nos trés grupos HL, quando
comparados com o grupo SC (+166%, P=0,0031, para HL-B; +209%, P=0,0011,
para HL-B+Px; e +228%, P=0,0004, para HL-Px). Nao houve diferenca entre esses
trés grupos (Figura 16 A).

A aP2 se mostrou elevada no grupo HL-B (+370%, P<0,0001) e também no
grupo HL-B+Px (+124%, P=0,0265), em relacédo ao grupo SC. O grupo HL-B+Px, no
entanto, estava menor quando comparado com o grupo HL-B (-52%, P=0,0006). O
grupo HL-Px foi similar ao grupo SC (Figura 16 B).

No que diz respeito a expressdo génica de FAS, observou-se elevagdao no
grupo HL-B (+56%, P=0,0264) e normalizacdo nos dois grupos que receberam 0leo

de peixe, como mostra a Figura 16 C.
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Com relacéo a expressao génica de CPT-1, houve redu¢do no grupo HL-B (-
70%, P=0,0173), elevacédo no grupo HL-B+Px (+297%, P<0,0001) e elevacao ainda
maior no grupo HL-Px (+539%, P<0,0001), comparando com o grupo SC (Figura 16

D).

Figura 15 - PPAR no TAB
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Legenda: Expresséo génica e proteica do receptor ativador de proliferacdo peroxissomal alfa (PPAR«
- A, B), receptor ativador de proliferacdo peroxissomal beta/delta (PPARB/6 - C), receptor
ativador de proliferacdo peroxissomal gama (PPARy — D, E), e bandas representativas (F).
Grupos standard-chow (SC); hiperlipidico-banha (HL-B); hiperlipidico-banha mais 6leo de
peixe (HL-B+Px) e hiperlipidico-6leo de peixe (HL-Px). Dados apresentados como média +
desvio padrdo da média (n=5 por grupo). Nivel de significAncia adotado P<0,05, sendo [a]
# SC; [b] # HL-B e [c] # HL-B+Px (one-way ANOVA, com pds-teste de Holm-Sidak).



Figura 16 - Lipogénese e beta-oxidacéo no TAB
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Legenda: Expresséo génica do cluster de diferenciacédo 36 (CD36 - A), adipocyte protein 2 (aP2 - B),
acido graxo sintase (FAS - C) e carnitina palmitoil transferase-1 (CPT-1 - D). Grupos
standard-chow (SC); hiperlipidico-banha (HL-B); hiperlipidico-banha mais 6leo de peixe
(HL-B+Px) e hiperlipidico-6leo de peixe (HL-Px). Dados apresentados como média +
desvio padrdo da média (n=5 por grupo). Nivel de significancia adotado P<0,05, sendo [a]
# SC; [b] # HL-B e [c] # HL-B+Px (one-way ANOVA, com pds-teste de Holm-Sidak).
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5 DISCUSSAO

No presente estudo, demonstrou-se que dietas hiperlipidicas com 6leo de
peixe podem prevenir ou reduzir o ganho de peso e a adiposidade sem afetar a
ingestdo alimentar. Esse efeito antiobesogénico foi relacionado a ativacdo de
marcadores termogénicos no TAM, a inibicdo de marcadores da lipogénese e ao
aumento de marcadores da beta-oxidacdo no TAB. Os efeitos do Oleo de peixe
nesses tecidos foram associados com melhora da tolerancia a glicose e resisténcia a
insulina e da hipertrigliceridemia, melhora da captacédo e oxidag¢édo de acidos graxos
e glicose no TAM e elevacdo da expressdo génica e proteica de PPAR (as trés
isoformas) no TAM e no TAB.

Nesse trabalho, utilizou-se um modelo experimental para comparar diferentes
dietas HL (50% da energia proveniente dos lipidios; 23,8% p/p), variando somente
na composicdo de acidos graxos. Um estudo similar ja foi conduzido em nosso
grupo com outras fontes lipidicas, mas com a mesma quantidade de lipidios,
comparando parametros metabdlicos (Catta-Preta et al., 2012). Pimentel et al.
avaliaram os efeitos de uma dieta HL com 6leo de peixe (50% da energia
proveniente dos lipidios) sobre a inflamacédo hipotalamica (Pimentel et al., 2013). De
forma similar, Hashimoto et al. usaram diferentes dietas HL, com 23,5% p/p de
lipidios (45% da energia total) para comparar o metabolismo da glicose e dos lipidios
(Hashimoto et al., 2013). Esses trabalhos justificam e corroboram nosso modelo
experimental.

Como esperado, o grupo HL-B demonstrou elevada massa corporal (Barbosa-
da-Silva et al., 2012). De forma interessante, a capacidade do 6leo de peixe de inibir
o ganho de massa corporal foi dose-dependente, ou, em outras palavras, 0 grupo
HL-B+Px (119 g de 6leo de peixe/kg de racéo) foi mais leve que o grupo HL-B, mas
mais pesado que o grupo SC, enquanto que o grupo HL-Px (238 g de 6leo de
peixe/kg de ragédo) teve massa corporal similar ao grupo SC. Liu et al. demonstraram
gue ratos alimentados com 83 g de AGPI n-3/kg de racdo tiveram massa corporal
diminuida em comparacdo a ratos alimentados com gordura saturada, mas
aumentada em relacdo ao grupo controle (Liu et al., 2013a). Enquanto isso, Lionetti
et al. forneceram 218 g de oOleo de peixe/kg de racéo para ratos e observaram ganho

de massa corporal reduzido em relacdo ao grupo que recebeu banha de porco, e
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massa corporal similar ao grupo controle (Lionetti et al., 2014). Esses resultados
estdo de acordos com o0s vistos no presente estudo e corroboram a ideia de que 0s
efeitos do 6leo de peixe sobre o ganho de massa corporal sdo mais pronunciados
conforme a dose aumenta.

O ganho de massa corporal visto nos animais do grupo HL-B deveu-se a um
aumento da gordura epididiméaria e do indice de adiposidade (Barbosa-da-Silva et
al., 2012; Catta-Preta et al., 2012). De forma similar, a redu¢do do ganho de peso
nos grupos que ingeriram Oleo de peixe também foi consequéncia de uma
diminuicdo da adiposidade. A substituicdo parcial de uma dieta HL por AGPI n-3
resultou em reducdo do ganho de massa corporal, devido principalmente a
diminuicdo na massa de gordura epididimaria (Flachs et al., 2006). Animais tratados
com EPA e DHA de forma combinada também mostraram reducdo da gordura
epididiméria (Ruzickova et al., 2004) e o EPA de forma isolada também foi capaz de
reduzir o acumulo de lipidios em células 3T3-L1 (Lee et al., 2008).

Em relacdo ao QR, todos os trés grupos HL apresentaram diminuicdo nesse
parametro. O QR representa a utilizacdo dos combustiveis alimentares e dietas
desbalanceadas, como a HL, sdo capazes de reduzir esse parametro representando
aumento da oxidacdo de gordura. QA, em comparacdo ao QR, é utilizado para
prever a homeostase energética. Quando QA e QR sado similares, a ingestdo
energética esta balanceada com o gasto energético, sem alteragdes na adiposidade
ou massa corporal, como visto nos grupos SC e HL-Px. Por outro lado, quando o QR
€ maior do que o QA, o balanco energético é positivo e, portanto, a ingestdo
alimentar € maior que o0 gasto energético, levando ao acumulo de gordura e ao
aumento da adiposidade e da massa corporal (Longo et al., 2010), como visto nos
grupos HL-B e HL-B+Px. Ja foi demonstrado que camundongos alimentados com
uma dieta HL com banha de porco tiveram leve aumento do QR em comparacao
com o QA, indicando balanco energético positivo, como observado no presente
estudo (Foucault et al., 2014).

Todos os trés grupos HL demonstraram ingestdo alimentar similar, mas
elevada ingestdo energética em comparagdo com o grupo SC, uma vez que suas
dietas eram hiperenergéticas (Catta-Preta et al., 2012). Os AGPI n-3 ndo interferem
com a ingestdo alimentar (Flachs et al., 2005), como demonstrado no presente
estudo e, por isso, a prevencédo do ganho de massa corporal vista nos grupos com

Oleo de peixe ndo pode ser associada com alteracdes na ingestdo alimentar, mas
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sim com alterac6es metabdlicas. Baseado nisso, prosseguimos entdo para avaliar as
alteracdes metabdlicas no TAM e no TAB que pudessem justificar esse efeito

antiobesogénico. Um resumo dos resultados iniciais pode ser observado na Figura

17.

Figura 17 - Comparacao dos resultados dos trés grupos hiperlipidicos
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Legenda: O grupo HL-B (& esquerda) apresentou aumento da massa corporal e da adiposidade
(gordura epididimaria e indice de adiposidade), que foram refletidos por um quociente
respiratério (QR) aumentado em relagdo ao quociente alimentar (QA), representando
balango energético positivo. Além disso, também foram encontradas: intoleréncia a
glicose, resisténcia a insulina e hipertrigliceridemia. O grupo HL-B+Px apresentou aumento
da massa corporal e da adiposidade, com balanco energético positivo. No entanto, esse
grupo ndo desenvolveu alteracdes associadas a obesidade, demonstrando efeito protetor
do dleo de peixe sobre elas. Por ultimo, o grupo HL-Px ndo apresentou alteracdes na
massa corporal e adiposidade nem desenvolveu alteracdes relacionadas as comorbidades
associadas a obesidade. Vale ressaltar que ndo houve diferenca na ingestdo alimentar
nem energética desses grupos. Grupos standard-chow (SC); hiperlipidico-banha (HL-B);
hiperlipidico-banha mais 6leo de peixe (HL-B+Px) e hiperlipidico-6leo de peixe (HL-Px).

Fonte: A autora, 2015.

Como discutido anteriormente, quando a ingestdo energética excede o gasto
energeético (balanco energético positivo), a obesidade se desenvolve. Como a
ingestado energética foi similar entre os trés grupos HL, nds analisamos o0 gasto
energético desses animais. No presente estudo, o grupo HL-B apresentou gasto
energético diminuido, comparado com o grupo SC, justificando o balanco energético

positivo e 0 ganho de massa corporal. Por outro lado, o grupo HL-Px demonstrou
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gasto energético aumentado, em comparacao ao grupo SC, o que é um indicativo
que a termogénese adaptativa estava ativada nesses animais. Ha trés principais
componentes que participam do gasto energético: gasto de energia obrigatorio
(requerido pelas células e 6rgaos para seu funcionamento normal), atividade fisica e
termogénese adaptativa. Esse ultimo fator € conhecido por ser induzido tanto pelo
frio como pela dieta e, em roedores, € majoritariamente desenvolvido pelo TAM
(Lowell e Spiegelman, 2000).

A leptina é produzida e secretada pelos adipdcitos, sendo responsavel pela
homeostase energética. Quanto mais o tecido adiposo aumenta, mais leptina é
secretada, levando a uma elevacdo dos niveis plasmaticos de leptina em animais
obesos (como no nosso HL-B) (Enriori et al., 2011; Catta-Preta et al., 2012). As
acOes centrais da leptina incluem a ativacdo da atividade do sistema nervoso
simpético e, apesar de camundongos obesos serem resistentes a leptina no que diz
respeito ao controle do apetite, 0 mesmo nao acontece com 0 controle da
termogénese. Camundongos obesos com hiperleptinemia apresentam aumento do
estimulo nervoso no TAM interescapular (Enriori et al., 2011). Corroborando com
esse fato, também encontramos expressdo aumentada de genes e proteinas
termogénicas (RA-B3, PGCla e UCP1l), como demonstrado na Figura 18. A
superalimentacdo é responsavel por estimular o sistema nervoso simpatico que, por
sua vez, libera catecolaminas (norepinefrina, principalmente) que atuam via RA-B3.
Esse fato leva a uma gama de alteracdes intracelulares resultando na transcricao de
PGCla que € altamente expresso no TAM e funciona como um coativador para
diversos receptores nucleares que regulam positivamente a expressao génica de
UCP1 (Richard et al., 2010; Sugimoto et al., 2014). De forma semelhante a
reportada no presente estudo, camundongos obesos com dieta HL e ratos
alimentados com dieta tipo cafeteria apresentaram elevada expressao génica de RA-
B3 e UCP1, quando comparados com animais magros (Margareto et al., 2001; Shi et
al., 2009).

Em sentido oposto, apesar de dietas ricas em AGPI n-3 também levarem a
um aumento na termogénese adaptativa do TAM, imagina-se que elas modulem
esse tecido de uma forma independente da leptina (Cannon e Nedergaard, 2004).
Camundongos alimentados com dieta rica em AGPI demonstraram elevada

capacidade para termogénese non-shivering e uma grande quantidade de UCP1
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(Sadurskis et al., 1995). Mesmo considerando que alguns estudos apontam que
qualguer &cido graxo insaturado é capaz de induzir a termogénese na mesma
magnitude (Takeuchi et al., 1995; Cannon e Nedergaard, 2004), outros estudos
afirmam que diferentes tipos de acidos graxos modulam diferentes respostas de
UCP1. Por exemplo, camundongos alimentados com dieta com banha de boi (4cidos
graxos saturados e monoinsaturados) tiveram menor estimulo para a termogénese
do que animais alimentados com 6leo de milho (AGPI) (Mercer e Trayhurn, 1987) e
uma dieta HL com 0leo de peixe administrada em ratos elevou a expressao génica
de UCP1 de forma muito mais acentuada que uma dieta HL com Oleo de cartamo
(rica em AGPI n-6) (Takahashi e Ide, 2000). Esses estudos estdo de acordo com o
padrdo de expressao génica e proteica vista nos nossos grupos HL (Figura 18).

Um dos reguladores potenciais da UCP1 e termogénese adaptativa nas dietas
HL alternativas (ou seja, com AGPI n-3) sdo os PPAR (Margareto et al., 2001).
PPARa e PPARYy sao alvos do 6leo de peixe bem conhecidos (Calder, 2012). PPAR«a
€ altamente expresso no TAM e regula a expressdo génica de PGCla e UCP1
(Hondares et al., 2011). Além disso, PPARa também é responsavel pela transcri¢céo
de genes relacionados a oxidacédo de acidos graxos, processo que € essencial para
a termogénese (lizuka et al.,, 2013). PPARy apresenta as mesmas func¢des do
PPARa no TAM: regulacdo da expressao génica de PGCla e UCP1 (Festuccia et
al., 2010). Tais fatos corroboram que a ativacdo dos PPAR pode levar a ativacdo da
termogénese, 0 que explicaria o que observamos nos grupos HL-B+Px e HL-Px. Em
relacdo ao PPARPB/S, apesar de ja ter sido provado que ele também aumenta a
oxidacdo de acidos graxos e a termogénese (expressdo de UCP1) (Wang et al.,
2003), sua regulacao positiva pode ndo estar associada a ingestdo de AGPI n-3,
mas sim com a unido de ligantes endb6genos de acidos graxos gerados na
termogénese do TAM (Moattillo et al., 2012).
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Figura 18 - Efeitos das trés dietas hiperlipidicas no TAM

IHL-B IHL-B+PX IHL—PX

leptina
norepinefrina.‘ °

Legenda: O grupo HL-B apresentou aumento dos trés marcadores termogénicos (receptor
adrenérgico beta-3, RA-B3; coativador 1 alfa do receptor ativador de proliferacao
peroxissomal gama, PGCla; e proteina desacopladora de elétrons 1, UCP1), que foi
associado ao aumento da leptina, adipocina capaz de estimular a termogénese. Ambos os
grupos HL-B+Px e HL-Px também apresentaram aumento desses marcadores, embora
sem associa¢do com hiperleptinemia, mas sim relacionado ao aumento da expressao dos
receptores ativadores de proliferacdo peroxissomal (PPAR). Esses receptores sao
capazes de transcrever ndo s6 UCP1 como também PGCla. Grupos standard-chow (SC);
hiperlipidico-banha (HL-B); hiperlipidico-banha mais 06leo de peixe (HL-B+Px) e
hiperlipidico-6leo de peixe (HL-PXx).

Fonte: A autora, 2015.

A termogénese adaptativa requer a utilizagdo de combustiveis oriundos tanto
dos acidos graxos quanto da glicose, que podem ser usados imediatamente ou
armazenados para utilizacdo futura. Mais importante, esse uso pode contar para a
melhora do metabolismo (Cannon e Nedergaard, 2004; Komatsu et al.,, 2010).
Camundongos knockout para CD36, quando expostos ao frio por 12 horas, tem uma
dréstica reducéo da temperatura corporal e quando expostos por 24 horas, morrem,
demonstrando que o CD36 tem um papel crucial na captacdo dos acidos graxos
para termogénese no TAM (Bartelt et al., 2011). Da mesma forma, camundongos
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submetidos ao frio tiveram aumento da expressdo génica de CPT-1, representando
uma melhora na degradacdo dos acidos graxos (Komatsu et al., 2010). Esse
aumento da disponibilidade de acidos graxos como substratos para a termogénese
foi visto nos grupos HL-B+Px e HL-Px, com melhora dos triglicerideos plasmaticos.
Adicionalmente, ja foi provado que o 6leo de peixe eleva a expressao génica de
CD36 e CPT-1 no figado (Yamazaki et al., 2007; Bargut et al., 2014). No entanto, no
grupo HL-B, apesar de ocorrer aumento da captacdo de acidos graxos
(representada pelo aumento de CD36), a entrada desses substratos na mitocéndria
estava comprometida (representada pela diminuicdo de CPT-1) e, portanto, a
termogénese néo foi efetiva.

Em relacdo a glicose como substrato, um aumento da captacdo desse
nutriente para oxidacao pode ser explicado pela elevacéo de GLUT-4 (Bartelt et al.,
2011), como foi visto nos grupos HL-B+Px e HL-Px, levando a uma melhora na
tolerancia a glicose e resisténcia a insulina. Ratos expostos ao frio tiveram aumento
da expressédo de GLUT-4 e da captacédo de glicose no TAM (Shimizu et al., 1993).
Nesse sentido, TC10 é crucial para a translocacdo de GLUT-4 para a membrana
celular e transporte da glicose para dentro das células (Chiang et al., 2001).
Camundongos alimentados com Oleo de peixe tiveram aumento da expressao
génica de GLUT-4 na musculatura esquelética com reducdo associada da glicose
plasmatica (Yu et al., 2011). Inversamente, uma reducdo da expressao de GLUT-4,
como vista no grupo HL-B, pode representar diminuicdo no transporte da glicose
para dentro da célula e reducdo desse substrato para a termogénese. Ja foi
demonstrado que ratas alimentadas com dieta HL apresentaram reducdo da
expressdo proteica de GLUT-4 no TAM, levando a resisténcia a insulina (Nadal-
Casellas et al., 2013).

No que diz respeito ao TAB, ja estd bem descrito que o seu aumento €&
acompanhado de um aumento do tamanho dos adipécitos (hipertrofia), como visto
no grupo HL-B (Barbosa-da-Silva et al., 2012). Esse padrdo é responsavel por um
estado de inflamacédo de baixa intensidade, no qual a adipocina anti-inflamatoria
adiponectina esta diminuida e as citocinas pro-inflamatorias estdo elevadas,
culminando em resisténcia a insulina e intolerancia a glicose (Flachs et al., 2009;
Barbosa-da-Silva et al.,, 2012). Foi observado também hiperglicemia,

hiperinsulinemia e elevado HOMA-IR no grupo HL-B, corroborando esse fato.
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Por outro lado, os grupos que receberam dietas HL com 6leo de peixe tiveram
resultados opostos, como visto na Figura 19. O grupo HL-B+Px, apesar de ter
mantido a ingestdo de banha de porco e apresentar moderado grau de adiposidade
e hipertrofia de adipdcitos, ndo apresentou nenhum indicio de resisténcia a insulina
e nem intolerancia a glicose. No mesmo sentido, camundongos que receberam dieta
HL parcialmente substituida por EPA, apesar de apresentarem ganho de massa
corporal e acumulo de gordura epididimaria, mostraram glicose e insulina
plasmaticas, bem como HOMA-IR similares aos do grupo controle (Kalupahana et
al., 2010). O grupo HL-Px, por sua vez, permaneceu com diametro do adipdcito
similar ao do grupo SC e sem desenvolver resisténcia a insulina ou intolerancia a
glicose. Camundongos alimentados com dieta HL com AGPI n-3 mostraram reducéo
do tecido adiposo associado a prevencdo de hiperinsulinemia e melhora da
sensibilidade a insulina (Flachs et al., 2006).

A expressdo de PPAR se encontra diminuida no TAB de animais obesos
(como no grupo HL-B) e o 6leo de peixe consegue estimular a expressdo desses
fatores de transcricdo (Calder, 2012; Penna-de-Carvalho et al., 2014). Esses fatores
de transcricdo tém papeis importantes na regulacdo do metabolismo de &cidos
graxos no TAB e estdo, portanto, relacionados aos efeitos antiobesogénicos do 6leo
de peixe (Siriwardhana et al., 2013) (Figura 19). PPARq, apesar de pouco expresso
no TAB, tem papel fundamental na beta-oxidacdo dos acidos graxos (Tsuchida et al.,
2005). PPARB/S, por sua vez, parece ter efeito similar ao de PPARa (Roberts et al.,
2011). Por ultimo, PPARy é altamente expresso no TAB e é capaz de promover
apoptose de adip6citos maduros e hipertrofiados e aumentar a populacdo de
adipdcitos menores, ajudando na melhora da resisténcia a insulina (Magliano et al.,
2013).

Como vimos em nosso estudo, o CD36 estd aumentado em animais obesos
(Cai et al., 2012). Esse receptor, localizado na membrana celular, facilita a rapida
captacdo e importacdo de acidos graxos para dentro dos adipocitos (Yang et al.,
2013). Apods esse evento, a aP2 inicia o transporte desses acidos graxos até o local
da sintese de triglicerideos. Assim como o CD36, a aP2 também esta relacionado ao
desenvolvimento da obesidade e resisténcia a insulina (Wu et al., 2014). Vale

ressaltar que a aP2 é transcrito de PPARy, mas uma vez expresso, ele regula

negativamente esse fator de transcricdo, abolindo seus efeitos benéficos (Garin-
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Shkolnik et al., 2014). Essa condicdo parece elucidar bem o que ocorreu no grupo
HL-B.

Adicionalmente, a obesidade também esta associada ao aumento da
lipogénese de novo no TAB, com elevagdo da FAS, a principal enzima nesse
processo. Camundongos tratados com um inibidor da FAS apresentaram reducéo da
massa corporal, demonstrando seu papel na obesidade (Loftus et al., 2000). Dessa
forma, podemos imaginar que a lipogénese de novo estava aumentada nos animais
do grupo HL-B.

Por outro lado, os grupos que se alimentaram com Oleo de peixe
apresentaram reducdo de aP2 e FAS, sugerindo que as vias de acumulo de gordura
estavam atenuadas. A suplementacdo com AGPI n-3 ja se mostrou capaz de reduzir
a expressao de aP2 (Camargo et al., 2014). No presente estudo, essa reducéo foi
dependente da dose de 6leo de peixe fornecida. O 6leo de peixe também ja foi
associado a diminuicdo de FAS no TAB (Raclot et al., 1997; Muhlhausler et al.,
2010).

CPT-1, um transcrito de PPARa e PPARB/S, é associado com a utilizagdo de
acidos graxos e com a capacidade oxidativa (Roberts et al., 2011; Magliano et al.,
2013; Yang et al., 2013). Apesar do grupo HL-B ter apresentado elevada expressao
génica de CD36, esses animais também tiveram reduzida expresséo génica de CPT-
1. Dessa forma, o acetil CoA resultante da acdo de CD36 nao foi capaz de ir para a
via de beta-oxidacdo e pode ter sido desviado para a lipogénese (Magliano et al.,
2013). Por outro lado, em adipécitos 3T3-L1, o tratamento com EPA levou ao
aumento da lipdlise, com concomitante aumento na expressao génica de CPT-1
(Lee et al., 2008), como vimos nos nossos grupos HL-B+Px e HL-Px. Tal fato
também foi visto em camundongos que receberam EPA e DHA na dieta, juntamente
com o aumento da beta-oxidagao no TAB (Flachs et al., 2005).
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Figura 19 - Efeitos das trés dietas hiperlipidicas no TAB

IHL-B IHL-B+PX IHL—PX

lipogénese

lipogénese
de novo

Legenda: O grupo HL-B apresentou aumento dos marcadores da lipogénese e diminuicdo de
marcador da beta-oxidacdo, sugerindo que nesse grupo as vias de reserva energética
estavam ativadas (lipogénese e lipogénese de novo) e a de beta-oxidagdo reduzida,
justificando a hipertrofia do adipécito e o ganho de adiposidade. Por outro lado, os grupos
HL-B+Px e HL-Px apresentaram resultados opostos, representando possivel reducdo nas
vias lipogénicas e ativacdo da beta-oxidacdo. Essa ativacdo pode ser em consequéncia do
aumento da expressdo dos receptores ativadores de proliferacdo peroxissomal (PPAR) e
provavelmente resultou na diminui¢cdo ou prevencao da hipertrofia do adip6cito e do ganho
de adiposidade. Grupos standard-chow (SC); hiperlipidico-banha (HL-B); hiperlipidico-
banha mais 6leo de peixe (HL-B+Px) e hiperlipidico-6leo de peixe (HL-Px).

Fonte: A autora, 2015.

E importante mencionar que, no presente estudo, escolnemos uma alta dose
de Oleo de peixe para comparar o efeito de dietas HL semelhantes (mesma
quantidade de energia e lipidios), que s6 variaram na composi¢do de acidos graxos.
Os resultados obtidos com o 6leo de peixe em modelos experimentais, apesar de
serem extremamente relevantes, precisam de atencao especial quando extrapolados
para intervencdes em humanos, especialmente por causa das altas doses utilizadas.
Vale destacar que os autores do presente trabalho ndo acreditam que essa dose
possa ser transposta para 0 consumo em humanos e essa é a maior limitacdo desse
estudo. No entanto, os resultados podem dar um bom indicativo dos efeitos

benéficos do 6leo de peixe e, portanto, sdo de grande interesse.
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CONCLUSOES

Em resumo, dietas hiperlipidicas ricas em 6leo de peixe sdo capazes de:

a) prevenir ou reduzir o ganho de massa corporal e a adiposidade,
sem alterar a ingestao alimentar, prevenindo,
consequentemente, o desenvolvimento de intolerancia a glicose
e resisténcia a insulina e melhorando o perfil plasmatico de
leptina e triglicerideos;

b) elevar a expressao de marcadores termogénicos e de PPAR e
melhorar a captacdo e oxidacdo de lipidios bem como a
captacao de glicose no TAM;

C) amenizar o remodelamento do TAB, aumentar a expressao de
PPAR e reduzir a expressdao de genes lipogénicos e elevar a

expressao de gene de beta-oxidacao nesse tecido.

Esses resultados indicam, portanto, que a ingestdo de 6Oleo de peixe tem
efeitos antiobesogénicos através da modulacdo benéfica do TAM e do TAB de
camundongos. Apesar de mais estudos serem necessarios para ampliar o
entendimento sobre os mecanismos de acdo desses AGPI n-3, é possivel dizer que
o 6leo de peixe pode representar uma terapia auxiliar alternativa contra a obesidade

e suas comorbidades.
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