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RESUMO

SILVA, Sandra Barbosa da. Efeitos benéficos do tratamento com éleo de peixe em
camundongos ¢57bl/6 alimentados com dieta hiperlipidica e rica em sacarose. 2008. 49 f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias - Biologia Humana e Experimental) - Instituto de
Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2008.

Avaliar os efeitos benéficos do tratamento com Oleo de peixe sobre mudancas
metabolicas e morfolégicas no pancreas e tecido adiposo de camundongos C57BL/6
alimentados com dieta rica em lipideos e sacarose (HLS).Camundongos machos da linhagem
C57BL/6, foram alimentados com dieta padrdo (P) ou dieta HLS. Aos 3 meses de idade, 0s
camundongos do grupo HLS foram separados em grupo nédo-tratado (HLS) ou grupo tratado
com O6leo de peixe (HLS-Px, 1,5g/kg/dia). Aos 4 meses de idade os animais foram
sacrificados. O grupo HLS apresentou aumento da massa corporal (MC) e no acimulo do
tecido adiposo total, porém o grupo HLS-Px apresentou menor MC e massa de tecido adiposo
comparado ao grupo HLS. As concentragfes de glicose plasmatica e insulina ndo foram
afetadas entre os grupos, no entanto os grupos HLS e HLS-Px apresentaram maior HOMA-
IR. Os grupos HLS e HLS-Px apresentaram maiores concentracdes plasmaticas do colesterol
total e LDL-C, porém o grupo HLS-Px apresentou maior concentracdo plasmatica do HDL-C
e reducdo da concentracdo de triglicerideos. Os adipocitos do grupo HLS apresentaram maior
didmetro quando comparado aos grupos controle e HLS-Px. A massa do pancreas foi menor
no grupo HLS-Px e as ilhotas pancreéticas apresentaram maior didmetro no grupo HLS,
quando comparado ao grupo controle. A expressao de insulina, glucagon e GLUT-2 mostrou-
se forte em todas as ilhotas pancreéticas do grupo controle, mas o grupo HLS apresentou fraca
expressao para o0 GLUT-2. Entretanto, HLS-Px apresentou maior expressdo do GLUT-2. O
tratamento com Oleo de peixe foi capaz de reduzir o ganho de massa corporal e a
concentracdo de triglicerideos, assim como reduzir o acumulo de tecido adiposo,hipertrofia
dos adipdcitos, das ilhotas pancreéticas, assim como prevenir a redu¢do do GLUT-2 em
camundongos C57BL/6.

Palavras-chave: Oleo de peixe. Obesidade. Dieta hiperlipidica. Dieta rica em sacarose.
Camundongos C57BL/6



ABSTRACT

To evaluate the fish oil treatment upon morphological and metabolic changes in the
pancreas and adipose tissue of C57BL/6 mice fed high-fat-high-sucrose (HFHS) diet. Male
C57BL/6 mice were fed HFHS chow or standard chow (SC). At 3 mo-old, HFHS mice were
separated into untreated group (HFHS) or treated with fish oil (HFHS-Fo, 1.5 g/kg/day). At 4-
mo-old animals were sacrificed. HFHS had increase in body mass (BM) and in total body fat,
but HFHS-Fo had smaller BM and total body fat in relation to HFHS. Plasma glucose and
insulin levels were not affected among the groups, but HFHS and HFHS-Fo had higher
HOMA-IR ratio. HFHS and HFHS-FO had increased plasma total cholesterol and LDL-C, but
HFHS-Fo increased plasma HDL-C and decreased triglycerides levels. The adipocytes size
were greater in HFHS,when compared to SC and HFHS-Fo groups. HFHS-Fo had smaller
pancreas mass and HFHS presented higher islet pancreatic diameter, when compared to SC
group. SC group showed strong expression for insulin, glucagon and GLUT-2 in all
pancreatic islets, and HFHS presented lesser expression for GLUT-2. However, HFHS-Fo
presented increase of GLUT-2 expression. Fish oil treatment was able to reduce body mass
gain and plasma TG, reduce fat pad adiposity as well as adipocyte and pancreatic islet
hypertrophy, prevent decrease GLUT-2 in C57BL/6.

Keywords: Fish oil. Obesity. High fat diet. High sucrose diet. Mice C57BL/6
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INTRODUCAO

A obesidade pode ser considerada a origem de desordens metabolicas, sua prevaléncia a
transforma no principal precursor de desordens como: resisténcia a insulina, dislipidemias
(hipertrigliceridemia somada a reducdo dos niveis da lipoproteina de alta densidade — HDL,
com aumento da lipoproteina de baixa densidade - LDL), elevacdo da pressdo arterial e
anormalidades na distribui¢do da massa corporal, com aumento da adiposidade. A soma

desses fatores denomina-se Sindrome Metabolica (SM) [1].

Em 1988, Gerald Reaven, observou que alguns fatores de risco surgiam com freqiiéncia
agrupados em determinados individuos. A essa condi¢do ele denominou de sindrome da

resisténcia a insulina, pois esses individuos tinham pequena sensibilidade a insulina [2].

Em 1998, a Organizagao Mundial de Saude (OMS) desenvolveu um critério de definicao
para esse quadro, chamando-o, pela primeira vez, de sindrome metabolica, nele incluindo,

além da hipertensao arterial e da dislipidemia, também a obesidade e a microalbumindtria [3].

Em 2001, o National Institute of Health, por meio do National Cholesterol Education
Program (NCEP), reuniu o 3rd Adult Treatment Panel (ATP III) e sugeriu outro critério de
defini¢do para a sindrome metabolica, diferente daquele da OMS; a defini¢do americana ficou
mais simples e pratica, pois ndo usava o peso € a microalbuminuria; entretanto, requeria para

o seu diagndstico que houvesse pelo menos trés componentes anormais [4].

Em abril de 2005, foi publicada a I Diretriz Brasileira de Diagndstico e Tratamento da

Sindrome Metabdlica com o apoio da Sociedade Brasileira de Cardiologia [5].

Além disso, também existe uma crescente incidéncia do diabetes mellitus tipo II (DMII)
nos paises em desenvolvimento. Isto ndo ¢ surpreendente, pois nesses paises, a urbanizacao e
o desenvolvimento muitas vezes sdo acompanhados por aumento da ingestdo energética,
proveniente de maior consumo de alimentos gordurosos, ricos em acidos graxos saturados, e
estilo de vida sedentario. Sabemos que o perfil dos acidos graxos que compode a dieta ¢ um
fator importante, uma vez que a qualidade e quantidade do lipidio dietético podem determinar
a severidade da resisténcia a insulina. Por exemplo, o aumento da disponibilidade dos 4cidos

graxos livres (AGL) no musculo e no figado esta associado com resisténcia a insulina [6],



piora da liberacao de insulina estimulada pela glicose, lipotoxicidade e disfun¢do nas células

B pancreaticas [7].

A ingestdo de oleo de peixe pode ser um tratamento alternativo eficaz para a SM. O acido
graxo eicosapentaendico (EPA - 20:5n-3) e o dcido graxo docosahexaenoico (DHA - 22:6n-
3), pertencentes a familia n-3, sdo os principais componentes do 6leo de peixe e estdo
relacionados com varias reagdes bioldgicas, tais como: reducdo da pressao arterial em ratos
espontaneamente hipertensos [8], melhora do remodelamento cardiaco e renal de animais
programados metabolicamente com restricdo protéica materna na gestacdo [9]. Além disso, os

acidos graxos n-3 também sdo fatores antiinflamatorios e antitrombéticos [10, 11].

Postula-se que o 6leo de peixe pode atuar na via dos receptores da ativagao da proliferagao
peroxisomal (peroxisome proliferator active receptors — PPARS), controlando a expressao dos
genes envolvidos no metabolismo da glicose, dos lipidios e também na adipogénese. Além
disso, os efeitos positivos do 6leo de peixe na regulacdo da lipogénese hepatica e sobre as
enzimas glicoliticas ja estdo bem documentados, assim como sua ag¢do na prevencao da
resisténcia a insulina e da hipertrigliceridemia, mesmo quando administrado junto com dieta
rica em gordura ou rica em sacarose, por breves periodos [12, 13]. Além de exercer efeito
sobre o metabolismo e sobre a morfologia do tecido adiposo, o 6leo de peixe reduz a massa de
gordura, diminui a hipertrofia das células adiposas, melhora a distribuicao de gordura corporal
e corrige os efeitos inibitorios de uma dieta rica em sacarose mediante a acdo antilipolitica da

insulina [14].

Considerando-se a predisposicdo a manifestacio da SM em animais que ingeriram dieta
hiperlipidica e rica em sacarose, faz-se pertinente um estudo sobre a repercussdo do
tratamento com o6leo de peixe sobre o metabolismo de carboidratos e lipidios e sobre a

morfologia pancreética e do tecido adiposo em camundongos C57BL/6.

Enfim, a preveng¢o e/ou tratamento uma doenga que toca uma area do prazer humano que
¢ "comer", ¢ dificil e a&rduo e nds, profissionais da area da satide, precisamos nos aprofundar
em todos os aspectos que envolvem esta sindrome para que nossas intervengdes possam ser
mais efetivas e duradouras, atuando de forma profilatica, no sentido de evitar o

desenvolvimento de todos os efeitos adversos que acompanham a SM.



Diante do exposto os objetivos do presente trabalho sdao: Avaliar os efeitos da
suplementagdo com Oleo de peixe em camundongos C57BL/6 alimentados com dieta

hiperlipidica e rica em sacarose. A andlise dara énfase ao estudo da(o):
* Massa corporal
= Metabolismo de lipidios e de carboidratos
=  Morfologia do tecido adiposo

* Morfologia do pancreas



1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Sindrome Metabdlica

Em 1988, com a constatagdo da freqiiente associacdo entre resisténcia a insulina,
intolerdncia a glicose, hipertensdo arterial, dislipidemia e doenca aterosclerdtica, Gerald
Reaven descreveu uma sindrome a que denominou inicialmente de sindrome X.
Posteriormente, uma série de anormalidades metabdlicas foi sendo acrescentada ao espectro
da sindrome, contribuindo para a compreensao de sua etiopatogenia e de seu impacto no risco
cardiovascular. Hoje, a terminologia mais empregada pelas sociedades cientificas

internacionais ¢ a de sindrome metabolica (SM) [2].

A expectativa atual ¢ de que a SM aumente sua freqliéncia nas populagdes do mundo, uma
vez que muitas das anormalidades que a compdem estdo relacionadas com o estilo de vida
moderno. Por exemplo, a prevaléncia SM na populacdo americana foi estimada em 22% a

24%, sendo variavel com a etnia [15, 16].

Além do mais, a composi¢ao dos macronutrientes da dieta exerce um importante papel na
modificagdo de alguns fatores de risco dessa sindrome. Estudos clinicos e experimentais
utilizando 4cidos graxos poliinsaturados (AGPI) da familia n-3, especialmente os acidos
graxos presentes no Oleo de peixe, o 4acido eicosapentaendico (EPA-20:5) e o 4cido
docosahexaendico (DHA-22:6), tem demonstrado efeitos benéficos tanto em individuos

saudaveis, quanto em individuos portadores de doencas cronicos degenerativas [17].

Os efeitos dos AGPI incluem alteragdes na composi¢dao dos fosfolipidios da membrana
plasmatica que modificam processos mediados através da membrana, como a sinaliza¢do da
insulina, atividade das lipases e biossintese de eicosandides [18], somando a essas agdes,
estudos demonstraram que o 6leo de peixe previne ndo s6 a dislipidemia, como também a

resisténcia a insulina, ambos componentes do conjunto de fatores que causam a SM [17, 19].



1.1.1 Obesidade

A obesidade, definida pelo Indice de Massa Corporal (IMC) maior ou igual a 30 kg/m?, é
considerado um fator de risco para doencas cardiovasculares (DCV), incluindo hipertensao

arterial sistémica (HAS), dislipidemias, diabetes mellitus e sindrome metabolica [20, 21].

A etiologia da obesidade ¢ bastante discutida, mas sabe-se que quando a energia ingerida
estd em excesso, ou seja, superior ao gasto, ha um balanco positivo com expansao e aumento
das células adiposas. No entanto, este processo ndo ¢ assim tao simples. A obesidade humana
esta relacionada com fatores ambientais ¢ genéticos. O homem e a maioria dos mamiferos
controlam a massa corporal regulando a ingestao de alimentos voluntariamente, sugerindo que
a massa corporal ¢ sujeita ao controle fisiologico. Entretanto, mais de 430 genes, marcadores

celulares, PPARSs e regides cromossomais estdo relacionadas com a obesidade [20, 22, 23]

A obesidade atualmente ¢ considerada uma epidemia. Estima-se que na populacdo mundial
aproximadamente 22 milhdes de criancas abaixo dos cinco anos de idade ja apresentem
sobrepeso ou obesidade [24]. A obesidade infantil representada por aumento no ntimero de
células adiposas (ou hiperplasia) pode estar ou ndo associada a hipertrofia dos adipdcitos.
Neste caso, o controle da obesidade na vida adulta ¢ dificil, o que aumenta as chances da

crianga obesa se tornar um adulto obeso [25].

Em 1987, o tecido adiposo foi identificado como local de metabolismo de esterdides
sexuais e em 1994, a descoberta da leptina o transformou em um 6rgdo enddcrino [26, 27].
Sabe-se que os adipdcitos secretam proteinas envolvidas em diversas fungdes, dentre elas:
homeostase da glicose, inflamagdo, balanco energético, metabolismo lipidico e sistema

fibrinolitico/homeostase vascular e muitas dessas acdes sdo reguladas pela insulina [28].

A fun¢do principal do tecido adiposo ¢ o estoque de energia. Quando héd necessidade de
“combustivel”, durante periodos de fome ou longo periodo de trabalho muscular, os AGL sao
liberados dos estoques de triacilglicerois (TG) dos adipdcitos para a circulagao sangiiinea pelo
processo de lipdlise e oxidacdo, primeiramente pelo musculo esquelético, para prover energia
[29]. Individuos que apresentam obesidade centripeta (com actimulo de gordura intra-
abdominal ou visceral) tém maiores riscos de complicagdes metabolicas e cardiovasculares.

Por exemplo, os adipdcitos viscerais liberam maior quantidade de AGL quando comparados



com os adipocitos subcutaneos, onde os hormonios antilipoliticos como a insulina, exercem

efeitos mais pronunciados do que as catecolaminas lipoliticas [30].

A insulina exerce regulacdo crucial na fun¢do do adipocito, tais como diferenciacdo dos
pré-adipdceitos em adipdceitos e estes em adipdcitos maduros, aumentando o transporte de
glicose ¢ a sintese de TG, além de inibir a lipolise. A ligagdo da insulina com o seu receptor
gera uma cascata de sinalizagdes moleculares. Na resisténcia a insulina, a sinalizacdo normal
da insulina no adipdcito ¢ prejudicada, o que provoca um decréscimo na captagdo da glicose
mediada por insulina. Diversos fatores secretados pelo tecido adiposo tais como fator de
necrose tumoral-a (TNF-a) e AGL, influenciam a sinalizag¢ao da insulina nos individuos com

aumento de gordura visceral [29].

O TNF-a ¢ o maior contribuinte no desenvolvimento da resisténcia a insulina. Individuos
obesos e/ou diabéticos do tipo II apresentam niveis elevados de TNF-a correlacionados com
elevagdo dos niveis de insulina e diminui¢ao de sua sensibilidade. O tecido adiposo apresenta
correlacdo negativa entre secrecdo de TNF-a e metabolismo de glicose [31]. Somando-se a
isso, a secre¢do de TNF-a pelo tecido adiposo pode ser a chave para o desenvolvimento da
resisténcia a insulina no musculo e no figado, embora tais efeitos ndo estejam tdo bem
estabelecidos em humanos quanto em modelos experimentais. Outro fator preponderante do

TNF-a ¢ a habilidade de estimular a secrecao de AGL, mais uma vez mediado pela resisténcia

a insulina [32].

Recentemente, outros fatores como a resistina e adiponectina tém sido atribuidos ao
adipocito e ao seu papel na obesidade. A resistina ndo tem sua fun¢do tdo explorada, mas
sabe-se que estd envolvido com a diferenciagdo dos adipdcitos e também como indicador de
resisténcia a insulina. A adiponectina, que ¢ produzida pelos adipocitos e possui propriedades
antiinflamatodrias e anti-aterogénicas, estd diminuida nas pessoas obesas e diabéticas e elevada
nas pessoas que perdem peso. Todavia, a adiponectina ¢ capaz de favorecer a oxidagao de
acidos graxos e diminuir as concentragdes de AGL, TG, glicose e molécula de adesdo
endotelial, em modelos experimentais € humanos. Esses efeitos sugerem que a adiponectina
exerce um potente papel na prevengdo da aterosclerose e nas DCV. Esta adipocina circula em
alta concentragdo no plasma sangiiineo, cerca de trés vezes mais do que os demais hormdnios

sintetizados pelos adipocitos e sua expressdo ¢ maior no tecido adiposo subcutineo em

comparacao com o tecido adiposo visceral, diferentemente do que ocorre com a leptina [33].



A leptina € um hormonio produzido, mas ndo exclusivamente, pelo tecido adiposo, que age
sobre o hipotalamo e regula a ingestdo de alimentos, a massa corporal e o balango energético,
diminuindo o apetite, aumentando a saciedade e o gasto energético através da estimulagcdo do
sistema nervoso central (SNC) [34]. Entretanto, nos individuos obesos ocorre resisténcia a
leptina e essa situacdo ainda ndo esta totalmente elucidada, no entanto, postula-se que possa
ser resultado de defeitos na sinalizacdo ou no transporte através da barreira hemato-encefalica

do SNC [35].

1.1.1.1 Pancreas e dieta hiperlipidica

O pancreas exerce papel chave no metabolismo de carboidratos, proteinas e lipidios. A
funcdo endodcrina do pancreas reside dentro pequenos aglomerados celulares microscopicos,
denominada ilhota pancreatica ou de Langerhans. As ilhotas pancreaticas sdo compreendidas
de quatro tipos principais celulares: As células B, produtoras de insulina, células a, produtoras
de glucagon, células J, produtoras de somatostatina e células PP, produtoras de polipeptideo
pancreatico. A célula 3 pancreatica ¢ a maior fonte de insulina do corpo, produgdo e secrecao
sdo reguladas através da glicose, hormonios peptideos, neurotransmissores e drogas anti-
diabéticas [36]. As células B pancredticas respondem a glicose circulante com aumento
concomitante da liberagdo de insulina. A caracteristica da hiperglicemia no diabetes ¢
resultado de deficiéncia ou auséncia de secrecdo de insulina e/ou acdo prejudicada deste
hormonio sobre tecidos alvos, criando um ciclo vicioso, gerando aumento na concentracao de

glicose circulante e conseqiiente progressao do diabetes [36].

Em pessoas normais, as células B pancredticas possuem mecanismos inerentes € se
adaptam ao excesso de nutrientes para manter a homeostase da glicose e dos acidos graxos.
Ambos, glicose e acidos graxos exercem efeitos positivos ou negativos sobre as células f3
pancreaticas, de acordo com suas concentragdes e duragao da exposicdo (aguda ou cronica). A
exposicao cronica de elevadas concentragdes de glicose nas ilhotas pancreaticas pode exercer
mudangas no metabolismo das células B. Por exemplo, tanto a hiperglicemia, quanto a
hiperlipidemia presentes no DM II, pode alterar a fungdo das células B pancreaticas e esses

efeitos sdo chamados de glicose-toxicidade, lipotoxicidade ou glico-lipo-toxicidade [7, 36].

Embora, os AGLs sejam os combustiveis fisiologicos para as células B pancreaticas, a

exposicao cronica a elevadas concentragdes de AGLs, resulta no decréscimo da liberacao de



insulina estimulada pela glicose, prejudicando a expressao génica da insulina com aumento
nas taxas de morte celular. Os mecanismos exatos subjacentes a esses efeitos ainda estao sob
investigagdo. Embora tenha sido inicialmente acreditado que a oxidacdo elevada dos AGLs
poderia reduzir a oxidagdo da glicose, verifica-se agora que o mecanismo mais provavel seja o
aumento na esterificacdo dos AGLs, levando ao acimulo progressivo de lipidios o que pode
ser a maior causa de faléncia das células PB. Isso pode ser acrescentado com o estresse
oxidativo e geracao de espécies reativas de oxigénio, relatadas em condi¢des onde ha glicose-
toxicidade ou lipotoxicidade. Os mecanismos pelos quais concentragdes elevadas de glicose
e/ou lipidios prejudicam as células 3 pancreaticas, ainda nao estdo bem esclarecidos, contudo
esse assunto ¢ alvo de intensa investigacdo clinica e experimental [36]. Na tentativa de
elucidar e até mesmo encontrar novos mecanismos de agdo e tratamento para os males da
obesidade e/ou da sindrome metabdlica, utiliza-se animais de experimentacdo alimentados

com dietas hiperlipidicas [37, 38].

J& ¢ bem conhecido que o consumo da dieta hiperlipidica induz a obesidade e a resisténcia
a insulina; ambos os fatores considerados como risco para o desenvolvimento do DM II. Na
sobrecarga energética ocorre uma compensagdo fisioldogica nas ilhotas pancredticas com
aumento da secrecdo de insulina para manutencao do metabolismo normal da glicose, porém

se esta compensagao for prejudicada, ocorre a instalagdo do DM 1I [39, 40].

O tecido adiposo possui papel central no desenvolvimento do DM 11, devido a liberagao de
varias adipocinas biologicamente ativas. [29, 41]. Essas adipocinas podem ser sinais tanto
para estimular o mecanismo compensatorio, quanto para a deterioracao da ilhota pancreatica
na presenca da resisténcia a insulina. Um ponto importante nesse contexto ¢ a adiponectina,
que tem papel na regulacdo do equilibrio energético, principalmente no aumento da
sensibilidade a insulina [42, 43]. No entanto, a adiponectina mostra-se reduzida em humanos

e em modelos experimentais de obesidade e DMII [44, 45].

A adiponectina melhora a sensibilidade a insulina através do aumento da oxidacdo dos
AGL no musculo esquelético e diminui¢do do actimulo de triglicerideos [46, 47]. Além disso,
a adiponectina suprime a produgdo hepatica de glicose [48] o que favorece a homeostase da

glicose através desse mecanismo [49].

Estudos demonstraram claramente o papel da adiponectina na redugdo da resisténcia a

insulina no tecido periférico. Entretanto, se a adiponectina atua sobre as células [



pancreaticas, ainda nao estd elucidado [50], mas os receptores desse hormonio foram
identificados em células B pancreaticas em humanos e em ratos [51]. Esse fato sugere que a
adiponectina pode também atuar sobre as células B pancreaticas e, dessa forma, possuir a¢ao

contra citocinas e acidos graxos que induzem apoptose das células f pancreaticas [52].

1.1.1.2 Oleo de peixe

Como percebemos, a etiologia e os fatores metabolicos relacionados com a obesidade sdo
complexos, inclusive, na busca da sua prevengao, tratamento ou controle. Muito se discute e
existem hoje no mercado diversas opc¢des para tratamento, como drogas inibidoras de apetite,
nutro-farmacos e manipulagdo cirargica, além da ja conhecida alteragdo dietética associada a

atividade fisica.

Os efeitos dos AGPI da familia n-3 contidos no 6leo de peixe tem mobilizado uma série de
pesquisadores nas ultimas trés décadas por todo mundo. O estudo de prevengdo GISSI
(Gruppo Italiano per lo studio della sopravvivenza nell’Infarto miocardico) — com 11.324
pacientes mostrou uma diminui¢do de 45% no risco de morte subita no grupo que ingeriu no
minimo 850mg/dia de AG n-3 [53]. Em altas doses, também sdo eficazes no tratamento da
hipertrigliceridemia (3 a 5g/dia), podem reduzir de 30% a 50% os niveis de TG séricos,

minimizando o risco tanto de doenga coronariana quanto de pancreatite aguda [54].

Os acidos eicosapentaendico (EPA-20:5n-3) e docosahexaenodico (DHA-22:6n-3) sdo os
principais componentes do 6leo de peixe e estdo relacionados com varias reagdes bioldgicas,
tais como: redugdo da pressdo arterial de ratos espontaneamente hipertensos [8], melhora o
remodelamento cardiaco e renal de animais programados metabolicamente com restrigdo
protéica materna na gestacdo [9]. Além do mais, os AG n-3 também sdo fatores

antiinflamatoérios ¢ antitromboticos [10, 11].

Ja estd bem descrito na literatura acdes vasodilatadoras e antitromboticas dos AG n-3,
sabe-se que o EPA (4cido eicosapentaenodico, com 20 carbonos) compete com o acido
araquidonico (AA, com 20 carbonos), como substrato para as enzimas ciclooxigenase e
lipoxigenase. Com isso, a sintese de tromboxano A, ¢ inibida ¢ a de tromboxano Ajz ¢
estimulada, gerando um desvio benéfico, com instalacio de uma condicdo mais
vasodilatadora e antitrombdtica [55]. Somando-se a este fato, o EPA também inibe a sintese

de mais dois potentes eicosandides inflamatorios, a prostaglandina E2 e o leucotrieno B4,



além de estimular a produgdo de 6xido nitrico e de prostaciclinas I, nas células endoteliais,

contribuindo assim para o aumento da capacidade vasodilatadora [56, 57].

Os AG n-3, assim como os AG n-6, sdo considerados essenciais porque ndao sdo
sintetizados no organismo humano e devem ser obtidos através da dieta. Através de um
processo de dessaturagdo enzimatica, o0 AG a-linoléico (ALA) produz o EPA e DHA (4cido
docosahexaenoico, com 22 carbonos). Esses dois tipos de AG sdo precursores de um grupo de
eicosanoides: prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos que exercem a¢ao vasodilatadora e

antiinflamatoéria [58].

O DHA possui algumas caracteristicas anti-hipertensivas. Os provaveis mecanismos
propostos para esse efeito sdo: abrandamento do sistema renina-angiotensina-aldosterona por
meio da diminui¢do da sintese adrenal de aldosterona, alteragdes no metabolismo do AA renal
e ativacdo dos canais de potassio sensiveis ao ATP. Dados demonstram que a suplementagao
com DHA pode resultar em incorporagdo de AG n-3, em substitui¢do aos da familia n-6, na
membrana celular e essa caracteristica pode também interferir na estrutura vascular, na

contratilidade e na regulacao da pressdo arterial [59].

Todavia, o DHA ¢ um composto vital na membrana fosfolipidica das células,
especialmente no cérebro e retina, sendo extremamente necessario para a realizacdo de sua
funcdo [17]. Quando adicionados a dieta, o EPA ¢ o DHA podem ndo sé ativar fatores
antiinflamatorios como também diminuir as concentragdes séricas de TG, inibindo a sintese
de VLDL e TG no figado [60, 61]. Além disso, estudos com humanos e animais mostram que
a suplementagdo com Oleo de peixe reduz a resisténcia periférica a insulina, mesmo
administrados concomitantemente a dietas de alta concentragdo de gordura e sacarose. O
possivel mecanismo atribuido aos AG n-3, e que provavelmente ¢ responsavel pela
diminui¢do da hipertrigliceridemia, ¢ a diminuicao da atividade de algumas enzimas presentes
no metabolismo da glicose, como a glicose-6-fosfato desidrogenase (G-6-P-DH) [14]. Outro
fator preponderante dos AG n-3 ¢ a regulacdo da supressdo da sintese lipidica no figado e do
aumento da oxidagdo, em musculo e figado [62]. Uma das vias atuantes nesse processo ¢ a
redu¢do da malonil-CoA hepatica, permitindo que os AG possam entrar na mitocondria para
sofrer o processo da B-oxidacao [63]. Além disso, eles participam de eventos independentes

que governam a expressao génica, via PPARs.



O PPAR-a e o PPAR-y parecem ter um efeito protetor sobre a atividade vascular das
células musculares lisas, além de serem capazes de responder a um vasto numero de ligantes,
provenientes de AG eicosandides e metabolitos do acido linol€¢ico [64]. Outros AG e seus
metabolitos, como EPA ¢ DHA, a-linolénico, AG monoinsaturados e AG saturados também
podem afetar o PPAR. O leucotrieno B4 (LTB4), um eicosandide pro-inflamatorio, se liga ao
PPAR-a e induz a transcri¢ao genética envolvida na o - e B-oxidacdo que leva a inducao de

seu proprio catabolismo [65].

O PPAR-y regula a expressdo de proteinas adipocito-secretadoras, adipocitocinas, que
incluem a leptina, TNF-a., e adiponectina. Em rela¢do a adiponectina, tem-se postulado a ela
acdo antiinflamatdria, especialmente nas células endoteliais e nos macréfagos. Tais efeitos
confirmam ag¢do benéfica dos AG n-3, principalmente do EPA ¢ DHA presentes no 6leo de

peixe.



2 MATERIAL E METODOS

2.1 Animais e dieta

Camundongos machos da linhagem C57BL/6J (total de 15 animais, n=5 por grupo) foram
estudados dos dois aos quatro meses de idade, todos obtidos de colonias mantidas na
Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ). Os animais foram acondicionados em
caixas de polietileno em temperatura (21£1°C) e umidade (60+£10%) controladas, e com um
ciclo de luz invertido (12h no escuro/12h no claro) e exaustdo de ar (15 min./h). Todos os
procedimentos conduzidos estavam de acordo com normas convencionais para
experimentacdo com animais (NIH publication n°® 85-23, revisado em 1996,
http://grants.nih.gov/grants/olaw.htm) e protocolo experimental aprovado pelo comité de ética

local (Anexo 1).

Aos dois meses de idade, os animais foram, aleatoriamente, separados pelo tipo de dieta a
ser administrada: dieta hiperlipidica rica em sacarose (Grupo HLS) e dieta padréo para
roedores de laboratério (Grupo P). Com base na energia, a dieta HLS consistiu de 14% de
proteina, 44% de carboidratos (dos quais 16% foram de sacarose) e 42% de lipidio (total de
~20 kJ/g), enquanto a dieta padrdo P apresentava 14% de proteina, 76% de carboidratos (dos
quais 8% eram de sacarose) e 10% de lipidio (total de =16 kJ/g). Os compostos de vitaminas e
minerais em ambas as dietas foram idénticos e respeitaram as normas do American Institute of
Nutrition (AIN 93M) [66]. As dietas experimentais HLS ¢ P foram preparadas pela Rhoster

(Rhoster, SP, Brasil, www.rhoster.com.br) e as composi¢des estdo mostradas na Tabela 1.

Durante todo o experimento os animais tiveram acesso livre a racao e a agua.

Aos trés meses de idade, os animais com ra¢do padrdo continuaram com a mesma racao
(grupo P). Os animais com ragdo HLS foram divididos aleatoriamente em dois grupos, um
grupo sem tratamento ¢ um grupo tratado com 6leo de peixe (fonte de acidos graxos n-3, EPA
e DHA; Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, EUA, Batch # 035K0184), na dose de 1,5 g/kg de
massa corporal por dia. O grupo tratado recebeu diariamente suplementagdo de oleo de peixe
(grupo HLS-PX) e o grupo nao-tratado recebeu d4gua no mesmo volume do dleo (grupo HLS).
O o6leo de peixe ou placebo (4gua) foi administrado via tubo orogastrico (gavagem),

diariamente, durante um més, entre 07h e 08h da manha.

Os grupos ficaram, entdo, dispostos da seguinte forma:


http://grants.nih.gov/grants/olaw.htm
http://www.rhoster.com.br/

Grupo - P (grupo com ragao padrao para roedores);

Grupo - HLS (grupo com ragao hiperlipidica e rica em sacarose);

Grupo- HLS- Px (grupo com rag¢ao hiperlipidica e rica em sacarose e tratado com 6leo de

peixe).

A massa corporal (MC) e o comprimento naso-anal (CNA) foram aferidos semanalmente
(as sextas, 8h da manha) e a ingestdo da ragdo dos animais foi contabilizada diariamente (as

8h da manha).



Tabela 1. Composigdo das dictas experimentais.
hiperlipidica e rica em sacarose.

Abreviacao: P = dieta padrao; HLS = dieta

Ingredientes (g/kg)

Dietas experimentais

P HLS
Caseina 140,0 160,0
Amido de Milho 620,69 320,69
Sacarose 100,0 200,0
Oleo de soja 40,0 40,0
Banha de porco - 180,0
Colesterol - 0,437
Fibra 50,0 50,0
Mix de vitaminas (AIN 93M) 10,0 10,0
Mix de minerais (AIN 93M) 35,0 35,0
Cistina 1,8 1,8
Colina 2,5 2,5
Antioxidante 0,008 0,008
Total (g) 1000 1000
kl/g 16 20




2.1.1 Eutanasia

No dia que antecedeu a eutanésia, os animais foram desprovidos de alimento por seis horas
e depois foram anestesiados (solu¢do de pentobarbital sddico intraperitoneal, 15mg/kg) e
amostras de sangue foram rapidamente obtidas por puncao cardiaca. Os depositos de gordura
(retroperitoneal e genital) foram completamente removidos de ambos os lados do animal e
pesados em balanca de precisdo. A massa de gordura retroperitoneal foi dissecada no depdsito
distinto em torno de cada rim ao longo dos musculos lombares. A gordura genital incluiu o
tecido adiposo ao redor dos ureteres, bexiga e epididimo. O pancreas foi removido, pesado em
balanga de precisdo e imerso em solucao fixadora, assim como fragmentos do tecido adiposo
(1,27mol/l de formaldeido em 0,1M de tampao fosfato, pH 7,2) durante 48h em temperatura

ambiente.

2.1.1.1 Analise bioquimica e concentracdo sérica de insulina

Apos a coleta de sangue, o plasma foi obtido por centrifugacdo (120g por 15 minutos) em
temperatura ambiente e estocado individualmente a -20°C até a realizagdo das analises
bioquimicas. Todos os lipidios sanguineos [colesterol total (CT), triacilglicerois (TG),
lipoproteina de alta densidade (HDL) e lipoproteina de baixa densidade (LDL)] foram
aferidos utilizando o método enzimatico colorimétrico, com o analisador semi-automatico de

Bioquimica (Bioclin System II, Quibasa, Belo Horizonte, MG, Brasil).

As concentragdes da glicemia de jejum foram determinadas no momento da eutanasia e
para isso, usou-se 0 método da glicose-oxidase, utilizando o glicosimetro (Accu-chek, Roche
Diagnostic, Germany). A concentracdo da insulina de jejum foi mensurada por
radioimunoensaio, Cat. RI-13K para insulina (coeficiente de variacdo intra-ensaio foi de

1,4%).

O modelo homeostatico para avaliagdo da resisténcia a insulina (HOMA, Homeostasis
Model Assessment) foi calculado, utilizando a insulina e a glicose de jejum através da seguinte

formula:

HOMA-IR = Insulina de jejum (uU/ml) X Glicose de jejum (mmol/1)/22,5.



2.1.1.2 Morfometria do adipocito

Fragmentos do tecido adiposo genital foram incluidos em Paraplast Plus (Sigma-Aldrich,
Co., St. Louis, MO, EUA). Os blocos foram seccionados em 5 pm de espessura € os cortes
foram corados com a coloracdo Hematoxilina ¢ Eosina. O didmetro dos adipécitos foi
determinado através da utilizacao de imagens digitais adquiridas aleatoriamente (minimo de
10 adipécitos/animal, formato TIFF, 36-bit color, 1280x1024 pixels) com camera LC
Evolution e microscopio Olympus BX51, e analisados com software Image-Pro Plus, versao

5.0 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, EUA).

2.1.1.3 Morfometria e estereologia do pancreas

Os pancreas foram incluidos por inteiro em Paraplast Plus (Sigma-Aldrich, Co., St. Louis,
MO, EUA), exaustivamente seccionados em 5 pum de espessura ¢ depois os cortes foram

corados com a colora¢do de Hematoxilina e Eosina.

Resumidamente, um numero entre 1 e 50 foi sorteado de uma tabela de numeros aleatérios
como, por exemplo, 10. Neste caso, os cortes 10, 60, 110, 160, etc., foram utilizados como
plano de referéncia primario (look up), e os cortes 18, 68, 118, etc., foram utilizados como
plano de referéncia secundario (look down) (Figura 1). Esses cortes foram utilizados para
quantificar o nimero total de ilhotas através do método do fracionator-fisico [67, 68]. O
restante dos cortes foi utilizado para determina¢do do didmetro das ilhotas e para a andlise

através da imuno-histoquimica.

O Método do fracionator-fisico nos permitiu estabelecer a distancia de 40 um entre o corte
primario e o corte de referéncia, representando aproximadamente 4 do didmetro da ilhota.
Dessa maneira, as ilhotas que apareciam nos cortes primarios (exemplo, no corte 10) e nao

apareciam nos cortes de referéncia (exemplo, no corte 18) foram contadas.



Figura 1. Fracionator-fisico — As ilhotas vistas em A e que nao apareceram em B, foram
contadas (seta branca) Para maiores detalhes ver na se¢ao de material e métodos.

O diametro da ilhota pancreatica foi determinado através da medida do maior e do menor
didmetro nas imagens digitais adquiridas aleatoriamente (formato TIFF, 36-bit color,
1280x1024 pixels) com camera LC Evolution e microscopio Olympus BXS51, e analisados
com software Image-Pro Plus, versao 5.0 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, EUA).

Foram analisadas 40 ilhotas pancreéticas por animal, totalizando 200 ilhotas por grupo.

2.1.1.4 Imuno-histoquimica

Foram utilizados cortes do pancreas com 5 um de espessura, fixados em formalina e
incluidos em paraplast plus. A recuperagdo antigénica foi feita com tampao citrato pH 6,0 a
60°C e a peroxidase endogena foi inibida com peroxido de hidrogénio a 3%. Os cortes foram
incubados com os seguintes anticorpos: anti-glucagon (A0565, Dako), anti-insulina (A0564,
Dako) e anti-GLUT-2 (AB1342, Chemicon) durante 2 horas. Um anticorpo biotinilado foi
utilizado como anticorpo secunddrio e sua deteccao foi feita através da formagao do complexo
peroxidase-estreptavidina-biotina (K0679, Universal DakoCytomation LSAB + Kit,
Peroxidase, Glostrup, Denmark). A reacdo imunohistoquimica foi identificada através da
incubagdao com 3,3’ diaminobenzidina (K3466, DAB, DakoCytomation) e os cortes foram
contra-corados com Hematoxilina de Mayer.

Imagens digitais dos cortes corados foram obtidas (camera LC Evolution e microscopio
Olympus BX51, formato TIFF, 36-bit color, 1280x1024 pixels) e analisadas com software
Image-Pro Plus, versao 5.0 (Media Cybernetics, Silver Spring, USA). Uma ferramenta de
selecdo de pixels foi utilizada para selecionar as areas da ilhota pancreatica que apresentaram

imunoreatividade ao GLUT-2, insulina ou glucagon. A 4rea imuno-marcada foi expressa



como percentual da média da area-seccional da ilhota (densidade da imuno-marcagao em %,
calculado automaticamente através do software). Essas medidas foram obtidas em 10 ilhotas

pancreaticas por animal.

2.1.1.5 Anélise Estatistica

Os dados foram expressos em média e erro padrdo da média. Diferencas entre os grupos
foram testadas pela analise de variancia “one-way” (ANOVA) e pos-teste de Tukey (Versao
Statistica 7.0, Statsoft, Tulsa, OK, EUA). O valor de P <0,05 foi considerado estatisticamente

significativo.



3 RESULTADOS

3.1 Massa corporal e massa adiposa

A administragdo da dieta HLS resultou em aumento significativo da massa corporal
comparada com a dieta P (P<0,01). A suplementagao com 6leo de peixe no grupo HLS-Px
resultou em menor ganho de massa corporal comparado com ambos os grupos P e HLS (P
<0,01), sendo assim, ap6s a ingestdo do oleo de peixe, a massa corporal do grupo HLS-Px foi
similar a massa corporal do grupo P, como demonstrada na Figura 2. O comprimento naso-

anal dos animais nao foi diferente entre os grupos estudados (Tabela 2).

A dieta HLS provocou significativo aumento da massa de gordura em ambas as gorduras
retroperitoneal e epididimal (genital) (P<0,003) e, conseqiientemente, aumento no percentual
de gordura total dos animais HLS comparados com os animais dos demais grupos
(P<0,0002). Além disso, o tratamento com Oleo de peixe no grupo HLS-Px, reduziu
significativamente o percentual da gordura epididimal e a massa total de gordura em relagao

ao grupo HLS (P<0,03) (Tabela 2 e Figura 3).

Tabela 2. Parametros biométricos dos camundongos estudados (média = EPM). As diferengas
foram testadas com o teste one-way ANOVA e pos-teste de Tukey (P<0,05). Abreviagdes:
CNA = comprimento naso-anal, GRP = gordura retroperitoneal, GEp = gordura epididimal,
MP = massa do pancreas. Grupos: P = grupo padrdo, HLS = grupo dieta hiperlipidica e rica
em sacarose, HLS-Px = grupo dieta hiperlipidica e rica em sacarose e tratamento com 6leo
de peixe. Os simbolos significam diferenca estatistica, quando [a]#P e [b]£HLS (P<0,05).

. Grupos
Parametros
P HLS HLS-Px
CNA (cm) 9,7+0,1 9,7+0,1 9,740,1
GRP (g) 0,16+0,02 0,38+0,04[a] 0,29+0,02[b]
GEp (g) 0,40+0,03 0,63+0,06[a] 0,47+0,02[b]

MP (g) 0,230,01 0,23+0,01 0,17+0,003[a][b]
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Figura 2. Massa corporal dos animais estudados aos 60, 90 e 120 dias (média £+ EPM).
Diferengas foram testadas com teste one-way ANOVA e pos-teste de Tukey. Os simbolos
acima significam diferenca estatistica (P<0,05). Grupos: P = dieta controle; HLS = dieta
hiperlipidica e rica em sacarose; HLS-Px = dieta hiperlipidica e rica em sacarose com
tratamento com 6leo de peixe.
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Figura 3. Massa Adiposa (média = EPM). Diferengas foram testadas com teste one-way
ANOVA e pos-teste de Tukey. Os simbolos acima das barras significam diferenga estatistica
(P<0,05). Grupos: P = dieta controle; HLS = dieta hiperlipidica e rica em sacarose; HLS-Px =
dieta hiperlipidica e rica em sacarose com tratamento com 6leo de peixe.



3.1.1 Parametros bioquimicos plasmaticos

A andlise bioquimica do plasma estd demonstrada na Tabela 3. Os niveis da glicemia de
jejum e insulina ndo se mostraram diferentes entre os grupos experimentais, embora os
animais que receberam dieta HLS, com ou sem tratamento, apresentassem uma tendéncia a
elevacao desses niveis. Entretanto, através da analise do HOMA, os animais HLS ¢ HLS-Px

apresentaram maiores valores em comparagdo com os animais do grupo P (P<0,01).

A dieta HLS resultou em aumento significativo nas concentragdes de CT (P<0,002) e LDL
(P<0,005) em ambos os grupos HLS e HLS-Px. Por outro lado, o tratamento com o6leo de
peixe aumentou significativamente as concentracdes de HDL no grupo HLS-Px comparado
com o grupo HLS (P<0,05). Além disso, o tratamento com 6leo de peixe reduziu em cerca de
50% os niveis plasmaticos de TG no grupo HLS-Px em comparacdo com os grupos P e HLS

(P<0,01).

Tabela 3. Dados bioquimicos do sangue (média £ EPM). Diferengas foram testadas com teste
one-way ANOVA e pos-teste de Tukey (P<0,05). Abreviacdes: HDL = lipoproteina de alta
densidade, HOMA-IR, LDL = lipoproteina de baixa densidade, CT = Colesterol total, TG =
Triacilglicer6is. Os simbolos significam diferenca estatistica, quando [a]#P e [b]#HLS
(P<0,05). Grupos: P = dieta controle; HLS = dieta hiperlipidica e rica em sacarose; HLS-Px =
dieta hiperlipidica e rica em sacarose com tratamento com 6leo de peixe.

Parametros Grupos

P HLS HLS-Px
Glicose (mmol/L) 6,2+0,2 6,5+0,2 6,8+ 0,1
Insulina (pmol/L) 144,4 £ 14,1 164,5 + 15,6 151,1 £10,1
HOMA-IR 40,0 + 1,5 47,7 +2,0[a] 46,5 + 1,4[a]
CT (mmol/L) 27402 6,1 + 1,0[a] 7,0 +0,4[a]
HDL (mmol/L) 1,91 +0,1 1,36 + 0,14[a] 1,78 £0,02[b]
LDL (mmol/L) 0,42 0,1 4,3 + 1,0[a] 5,0 £0,5[a]
TG (mmol/L) 1,65 + 0,08 1,80 + 0,3 0,91 £ 0,1[a][b]




3.1.1.1 Morfometria do adipocito

O grupo que recebeu dieta HLS apresentou maior diametro dos adip6citos comparado ao
grupo que recebeu dieta padrao (+75%, P<0,0001). O diametro dos adipdcitos diminuiu
significativamente com o tratamento com 6leo de peixe no grupo HLS-Px comparado com o

grupo HLS (P<0,0001). Figura 4(a).

Fotomicrografias do tecido adiposo dos animais dos trés grupos estudados. Figura 4(b) —
Grupo P, demonstrando aparéncia normal dos adipocitos. Figura 4(c) — Grupo HLS,
apresentando adipdcitos hipertrofiados. Figura 4(d) — Grupo HLS-Px, demonstrando

adipdcitos de tamanho intermediario.
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Figura 4 (a). Diametro dos adipdcitos. Diferengas foram testadas com teste one-way
ANOVA e pos-teste de Tukey. Os simbolos acima das barras significam diferenga estatistica
(P<0,05). Grupos: P = dieta controle; HLS = dieta hiperlipidica e rica em sacarose; HLS-Px =
dieta hiperlipidica e rica em sacarose com tratamento com o6leo de peixe.

Em b, ¢, d, fotomicrografias do tecido adiposo dos camundongos C57BL/6J coradas com
Hematoxilina ¢ Eosina (todas no mesmo aumento), (b) grupo C, aspecto normal dos
adipocitos, (€) grupo HLS, adipécitos hipertrofiados, (d) grupo HLS-Px, tamanho
intermediario dos adipécito.

3.1.1.2 Pancreas

O grupo HLS-Px apresentou menor massa pancreatica, quando comparado aos grupos
HLS e P (P<0,05, Tabela 2). O nimero de ilhotas pancreaticas ndo diferiu entre os grupos
(2131,0 £ 258,9 no grupo P; 2447,6 +203,6 no grupo HLS e 2344,2 £186,2 no grupo HLS-
Px). Em contraste, as ilhotas pancredticas do grupo HLS apresentaram maior diametro
(170,3£12,3 um) em comparagdo com o grupo P (121,64+2,7 um) (P<0,001) e com o grupo
HLS-Px (134,445,9 um) (P<0,05). Além disso, o diametro das ilhotas pancreaticas dos

grupos P e HLS-Px ndo apresentaram diferenga estatistica entre os dois grupos (Figura 5).

3.1.1.3 Expressao de insulina, glucagon, GLUT-2 e PCNA

Observamos imuno-marcagado positiva para insulina, glucagon e GLUT-2 nas ilhotas
pancreaticas de todos os grupos experimentais (Figura 6). No grupo P, a expressao de insulina
representou 24% da area da ilhota pancreatica, 14% para a expressao de glucagon e 19% para
a expressao de GLUT-2 (Figura 7). Comparado ao grupo P, houve um aumento significativo
na expressao de insulina no grupo HLS (+97%, P<0,0001) e no grupo HLS-Px (+42%,
P<0,0001). Por outro lado, no grupo HLS, houve uma redugao significativa na expressao do
glucagon (-57%; P<0,0001) e na expressao do GLUT-2 (-70%; P<0,0001) em comparacao

com o grupo P. Nao foram observadas diferencas na expressao do PCNA entre os grupos.
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Figura 5. Diametro da ilhota pancreatica. Diferencas foram testadas com teste one-way
ANOVA e pos-teste de Tukey. Os simbolos acima das barras significam diferenga estatistica
(P<0,05). Grupos: P = dieta controle; HLS = dieta hiperlipidica e rica em sacarose; HLS-Px =
dieta hiperlipidica e rica em sacarose com tratamento com o6leo de peixe. Em A, B e C,
fotomicrografias das ilhotas pancredticas dos camundongos C57BL/6J coradas com
Hematoxilina e Eosina (todas no mesmo aumento). 5-A - grupo P, ilhotas pancreaticas com
diametro menor; 5-B - grupo HLS, ilhotas pancreaticas hipertrofiadas e 5-C - grupo HLS-Px,
ilhotas pancreaticas com didmetro intermediério.



Figura 6. Fotomicrografias das ilhotas pancreaticas marcadas com diferentes anticorpos para
mostrar a expressdo de insulina e glucagon. Presenca de células positivas para insulina na
regido central da ilhota pancreatica (a - grupo P; b - grupo HLS, ¢ - grupo HLS-Px; aumento
X40); e células positivas para glucagon encontram-se na periferia da ilhota (d - grupo P; e -
grupo HLS; f - grupo HLS-Px; aumento X40).



Gl are [a] =P
M HLS [b] % HLS
E HLS-Px
404
[a][b]
T
304

204 T

Densidade da Imuno-histoquimica (%)

[b]
T

média

M fall)

109
[a] [a]
o} . .
Insulina Glucagon GLUT-2

Figura 7. Densidade da marcagdo com imuno-histoquimica (%) para: Insulina, Glucagon ¢
GLUT-2 (média + EPM). Diferengas foram testadas com teste one-way ANOVA e pos-teste
de Tukey. Os simbolos acima das barras significam diferenga estatistica (P<0,05). Grupos: P
= dieta controle; HLS = dieta hiperlipidica e rica em sacarose; HLS-Px = dieta hiperlipidica e
rica em sacarose com tratamento com 6leo de peixe.



4 DISCUSSAO

O presente trabalho observou que o tratamento com 6leo de peixe foi eficaz em atenuar
mudangas metabdlicas nos lipidios plasmaticos e morfoldgicas no tecido adiposo e estrutura
pancredtica de camundongos C57BL/6J alimentados com dieta hiperlipidica e rica em
sacarose. Nossos resultados demonstraram que o tratamento com 6leo de peixe foi capaz de: 1)
reduzir do ganho da massa corporal; ii) melhorar o metabolismo lipidico com aumento dos
niveis de HDL e decréscimo dos niveis de TG; iii) reduzir a massa total de gordura e o
diametro dos adipocitos; iv) amenizar o dano a estrutura pancreatica, reduzindo a hipertrofia
das ilhotas pancredticas e aumentando a expressao de GLUT-2 e a expressao de glucagon no

grupo tratado.

Os resultados mostraram que a dieta HLS pode provocar ganho de massa corporal e
favorecer o desenvolvimento de fatores de risco associados a sindrome metabolica. E
importante ressaltar que a dieta HLS nao apresentava deficiéncia de proteina ou de qualquer
outro nutriente (vitaminas, minerais ou fibras), pois seguimos as recomendagdes da AIN-M

93 na confeccdo das dietas experimentais.

Observamos que o tratamento com oOleo de peixe, rico em AG da familia n-3,
especialmente o EPA ¢ DHA, nos animais alimentados com dieta HLS foi eficaz na redugdo
do ganho de massa corporal e, conseqlientemente, menor estoque de gordura no tecido
adiposo. Em relagdo aos efeitos do 6leo de peixe sobre o metabolismo de lipidios, nossos
resultados estdo de acordo com trabalhos anteriores. Nos também observamos que os
camundongos C57BL/6 alimentados com dieta HLS e tratados com o6leo de peixe
apresentaram menores valores de TG plasmatico, porém, sem detectar mudangas nos niveis
séricos de glicose e insulina. O 6leo de peixe é reconhecido como um potente estimulador da
B-oxidagdo dos AG. A acdo aumentada da -oxidagdo pode ter afetado diretamente a sintese
de TG com concomitante diminui¢do da secrecdo de TG, ambos os fatores que contribuem

para os efeitos hipolip€micos do 6leo de peixe [17].

Os AG da familia n-3, principalmente o DHA, diminuem os niveis de RNAm de diversas
enzimas, incluindo a enzima AG sintase e a lipoproteina lipase (LPL) , no tecido adiposo
retroperitoneal de ratos . Além do mais, ha uma preferéncia pelos AG n-3 para a -oxidagdo e
mobilizagdo no tecido adiposo. O DHA também ¢ reconhecido como um ativador do PPAR-

a, que pertence a superfamilia dos receptores nucleares e desenvolve um importante papel no



metabolismo lipidico. A ativacdo do PPAR-a induz diversos genes responsaveis pela
codificacdo de proteinas e que agem no transporte lipidico, na B-oxidacdo e na termogénese.
Essas agOes poderiam explicar a diminuicdo do percentual de massa adiposa, do tecido
adiposo genital e da area seccional do adipocito nos camundongos tratados com 6leo de peixe

em nosso estudo.

Baseado no método do fracionator-fisico, nossos resultados demonstraram que o numero
de ilhotas pancredticas ndo foi afetado nos grupos estudados. Entretanto, nés encontramos um
aumento acentuado no diametro das ilhotas do grupo HLS comparado com os grupos P e

HLS-Px, sugerindo hipertrofia das ilhotas pancreaticas.

Sabemos que uma dieta hiperlipidica causa resisténcia a insulina, resultando no
desenvolvimento e/ou exacerbacdo do DMII [69, 70]. Dieta hiperlipidica contendo mais de
40% da energia proveniente do lipidio, aumenta a massa das células 3 através da hipertrofia e
neogénese como um mecanismo compensatdrio contra a resisténcia a insulina e tentativa de

criar uma glicemia normal [71, 72].

No presente estudo, nao foi encontrada marcagao positiva para o PCNA (Proliferating Cell
Nuclear Antigen), marcador de proliferagdo celular, nas ilhotas pancreaticas dos grupos
estudados, logo o aumento no didmetro das ilhotas pancredticas encontrado no presente
estudo, provavelmente deve-se a hipertrofia ao invés de hiperplasia das células pancreaticas.
Alguns autores demonstraram que a expansdo das ilhotas pancreéticas apds consumo de dieta
hiperlipidica ocorre devido a hiperinsulinemia para compensar a resisténcia a insulina,
mantendo a glicemia normal [71, 72]. Contudo, o consumo de dieta hiperlipidica durante

longo periodo pode causar liberacdo insuficiente de insulina proveniente da senescéncia das

células B, indu¢ao do DMII, redugdo da expressdo da glicoquinase e da GLUT-2 [73].

A literatura enfatiza que ndo ¢ apenas a quantidade, mas também o tipo de AG que induz o
desenvolvimento do DMII. Por exemplo, dietas isoenergéticas que diferem apenas do tipo de
lipidio (e, conseqiientemente, o tipo de AG) causam diferentes efeitos sobre a sensibilidade a
insulina [74], como os AGPI, EPA e DHA, que sdo capazes de prevenir ndo s6 a dislipidemia,
como também a resisténcia a insulina em ratos alimentados com dieta hiperlipidica [12] ou

com dieta rica em sacarose [75].

Ademais, nossos resultados mostraram que administracdo de 6leo de peixe aumentou a

expressdo do GLUT-2, mesmo nos camundongos que receberam dieta hiperlipidica e rica em



sacarose, mostrando o efeito protetor do 6leo de peixe. Esse resultado ¢ bastante promissor,
uma vez que sabemos que a dieta hiperlipidica diminui tanto a expressao de RNAm para
GLUT-2 como a sua transloca¢do do plasma para a membrana [73]. Uma alteragdo na
expressdo do GLUT-2 ¢ uma indicacdo precoce do metabolismo de carboidratos, ja que a
expressao do GLUT-2 reduzida pode prejudicar a sensibilidade a glicose e resultar em
hiperglicemia. Nos nossos resultados, encontramos alteracdes na expressao do GLUT-2 nos
animais do grupo HLS, antes mesmo de serem detectadas elevagdes plasmaticas na

concentragdo de glicose e /ou insulina.

O fator de transcri¢do, Pdx-1, é requerido em células B para a manuten¢do da producao da
insulina e para a homeostasia da glicose [76], e também regula a expressdo dos genes
sensibilizadores de glicose e de GLUT-2 [77]. Por exemplo, a transloca¢do nuclear do Pdx-1
em ilhotas pancredticas de camundongos diminuiu apds consumo de dieta hiperlipidica [78].
O tratamento de ilhotas pancredticas isoladas com acido pamitico (um dos AG saturados mais
comuns encontrados em plantas e em gorduras de fonte de animais), também resultou em
reducdo no RNAm de algumas proteinas e do Pdx-1. Além disso, a exposi¢ao dessas ilhotas
ao acido palmitico prejudicou a atividade de ligacdo do Pdx-1 a elementos reguladores da
insulina e GLUT-2. Em contraste, a expressao de RNAm da pré-proé-insulina, Pdx-1 ¢ GLUT-
2 foi super-regulada, através do consumo do 4cido oléico, e observou-se elevagao da secrecao

basal de insulina pelas células B pancreaticas.

Quanto a expressdo da insulina, o 6leo de peixe demonstrou efeitos benéficos sobre as
células B, mantendo a expressdo de insulina proéxima aos dos valores do grupo controle,
mesmo com os animais recebendo concomitantemente a dieta HLS. Este resultado sugere que
as células B pancreaticas do grupo tratado com 6leo de peixe foram mais sensiveis a a¢ao da
insulina do que os animais do grupo HLS sem tratamento. Esse parametro corrobora com
nossos resultados do GLUT-2, onde o grupo HLS-Px, apresentou a expressdo desse
transportador preservada, quando comparada com o grupo HLS que teve a expressdo de

GLUT-2 reduzida.



5 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que, em modelo animal de sindrome metaboélica utilizando
camundongos C57BL/6 alimentados com dieta hiperlipidica e rica em sacarose, o tratamento

com 6leo de peixe foi capaz de:

* Reduzir o ganho de massa corporal;
* Diminuir os niveis plasmaticos de TG, sem alterar a glicose plasmatica;

* Prevenir o ganho de massa de gordura corporal, assim como a hipertrofia dos adipdcitos e

das ilhotas pancreaticas.

* Prevenir a reducdo na expressao de glucagon e GLUT-2 e prevenir o aumento da

expressao da insulina.
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