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RESUMO

Souza, Luana Lopes. Dietas ricas em &acidos graxos poliinsaturados e acéo dos
horménios tireoideanos. Rio de Janeiro, 2009. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Bioldgicas - Fisiologia) - Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, Universidade Federal do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2009

INTRODUCAO: Os mecanismos de acdo do 6leo de peixe (OP) responsaveis por seus
efeitos hipolipemiantes ndo sdo completamente elucidados, mas envolvem regulacdo da
beta-oxidagao e lipogénese, processos metabdlicos alvos de hormdnios tireoideanos (HT).
Desta forma, investigamos se o controle da acdo dos HT seria um dos mecanismos do OP
para regulagdo do metabolismo lipidico. METODOLOGIA: Para este fim, ratas receberam
racao normolipidica contendo 6leo de soja (grupo OS, n=8) ou 6leo de peixe (grupo OP,
n=8) durante a lactagdo. A prole permaneceu no mesmo tipo de ragao até o sacrificio, com
11 semanas de idade. Peso corporal e consumo alimentar foram verificados semanalmente.
A composigao corporal foi avaliada ao final do tratamento pelo método da carcaga. HT,
tireotrofina (TSH) e leptina foram dosados por radioimunoensaio. Triglicerideos (TG),
colesterol total (CT) e fragdes foram quantificados por kits especificos. Avaliou-se a
expressao do receptor hepatico de HT (TRB1) por Western blotting e a atividade da enzima
hepatica alfa-glicerofosfato desidrogenase mitocondrial (GPDm) por ensaio colorimétrico. A
atividade das desiodases hepatica (D1) e hipofisaria (D1 e D2) foram aferidas pela liberagao
de | a partir de '®°| rT;. RESULTADOS: A dieta contendo OP promoveu menor peso
corporal a partir da 52 semana de idade até o sacrificio (0S=313,6+11,1 e OP=234,1+11,5¢,
p<0,001), apesar do consumo alimentar nao ser diferente. O menor peso corporal (35,4%)
foi acompanhado por menor massa de tecido adiposo retroperitoneal (42,7%, p<0,01) e
maior massa de tecido adiposo inguinal (44%, p<0,01). OP apresentou um compartimento
protéico 14,4% menor do que o grupo OS (p<0,01), apesar de ndao serem observadas
diferengas no compartimento aquoso (p= 0,27) e lipidico (p= 0,61). TG e CT apresentaram-
se 60,3 (p<0,0001) e 28,6% (p<0,0001) menores, respectivamente, em relagédo ao OS. Nao
houve diferengca na concentragdo sérica de leptina (p=0,09), T; total (p=0,65), T, total
(p=0,48) ou TSH (p=0,10) desses animais, no entanto, a expressdo hepatica do TRp1
apresentou-se 28% maior (p<0.001) no OP. Nao foi observada diferenga significativa na
atividade da D1 hepatica (p=0,31). Entretanto a atividade da alfa GPDm, sensivel marcador
hepatico da acdo do HT, apresentou-se 1,92 vezes maior no grupo OP (p<0,0001). A
atividade das desiodases hipofisarias, D1 e D2, apresentaram-se 51 e 37,4% menores,
respectivamente, no grupo OP (p<0,05). Observamos correlagdo negativa entre a expressao
do TRB1 hepatico e a concentragéo sérica de colesterol (r= -0,66; p<0,01), assim como, com
a concentragdo sérica de triglicerideos (r= -0,68; p<0,01). CONCLUSAO: Os dados
sugerem que OP, apesar de nao influenciar as concentragdes séricas de HT, parece facilitar
sua agao no tecido hepatico, através do aumento de receptores disponiveis para sinalizagcao
celular, favorecendo sua acdo sobre seus alvos, como a enzima alfa GPDm. Estes
mecanismos podem estar envolvidos nas alteracbes no metabolismo lipidico observadas na
dieta OP.
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ABSTRACT

Souza, Luana Lopes. Polyunsaturated fatty acid dietary and thyroid hormone action.
Rio de Janeiro, 2009. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias Bioldgicas - Fisiologia) - Instituto
de Biofisica Carlos Chagas Filho, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2009

INTRODUCTION: n-3 polyunsaturated fatty acids (PUFA) present in fish oil (OP) decrease
serum lipids. The mechanism explaining this effect is not completely elucidated, but involves
modulation of beta oxidation and lipogenesis. Both metabolic processes are also regulated
by thyroid hormones (TH) and here we tested the hypothesis that fish oil diet as compared to
soy oil (n-6 PUFA) diet may alter thyroid hormone action. MATERIALS AND METHODS:
Female rats received normolipidic diets with soybean oil (OS — Commercial) or fish oil (OP -
ROPUFA '75' n-3 EE Oil - DSM Nutritional Products) during lactation. The offspring received
the same diet since weaning (21days-old) until the sacrifice at 11 weeks of age. Body weight
(BW) and food consumption were measured weekly. Body composition was evaluated by
carcass method. Serum T3, T4, TSH and leptin were evaluated by radioimmunoassay. Serum
triglycerides (TG) and cholesterol (C) were evaluated employing commercial kits. TRp1
expression in the liver was analyzed by Western blotting. The hepatic mitochondrial
glycerophosphate dehydrogenase activity (GPDm) was evaluated by colorimetric assay. The
deiodinase enzymatic activity in the liver (D1) and pituitary (D1 and D2) were measured by
the release of '*° from '®I| reverse T, employed as substrate. RESULTS: OP diet group
exhibited lower BW since 5 weeks of age until the sacrifice (OS= 313.6£11.1 and OP=
234.1£11.5g, p<0.001). OP and OS diet groups had the same food consumption.
Retroperitoneal white fat mass was lower (42.7%) (p<0.01) and inguinal fat mass was
elevated (44%) in OP diet group (p<0.01). Carcass of OP diet group had lower protein
concentration than OS diet group (14.4%, p<0.01), while water and lipid content were similar
on both groups. Serum TG and C were lower in OP diet group, 60.3 (p<0.0001) and 28.6%
(p<0.0001), respectively, compared with OS diet group. Serum leptin (p= 0.09), total T; (p=
0.65), total T4 (p= 0.48) and TSH (p= 0.10) were similar on both groups. However, liver TR1
expression was 28% higher in OP diet group (p<0.001). There was a negative correlation
between TRB1 expression and TG (r=- 0.68; p<0.01), and between TRp1 expression and C
(r=-0.66; p<0.01). GPDm activity, a target stimulated by T; via TRb, was 93% higher in the
OP diet group (p<0.0001), however, the hepatic D1 activity was similar between the groups.
Pituitary deiodinases, D1 and D2, activities were lower on OP diet group, compared with OS
diet group (51 and 37.4%, respectively — p<0.05). CONCLUSION: This work suggests that
polyunsaturated fatty acids of fish oil facilitate thyroid hormone action on the liver. The
elevated TRB1 expression on liver, despite no changes on serum hormone concentration,
seems to increase TH action on hepatic targets, as GPDm. This mechanism may be involved
in changes of lipid metabolism observed in animals that received fish oil diet.
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1 INTRODUGAO

Os hormbnios tireoideanos exercem importante papel sobre o metabolismo lipidico
promovendo efeitos sobre sintese e oxidagao (Mller & Seitz, 1984). Especialmente quando
em excesso, os efeitos estimulatorios sobre a oxidagcdo sobrepbem-se aos efeitos sobre a
sintese, favorecendo sua acao hipolipemiante. Além disto, os horménios tireoideanos sao
importantes para aumentar o metabolismo hepatico do colesterol, reduzindo a sua
concentragdo sérica. Tem sido demonstrado que as agdes dos hormdnios tireoideanos séo
suscetiveis a muitos fatores dietéticos, tais como os lipideos (Danforth & Burger, 1989;
Redonnet e cols., 2001).

Caracteristicas como o grau de insaturagdo e o tamanho da cadeia dos lipideos séo
determinantes para suas ag¢des sobre o perfil lipidico. Enquanto os acidos graxos (AG)
saturados contribuem para o acumulo de lipideos, os acidos graxos poliinsaturados (AGPI)
tém demonstrado importantes acbes hipolipemiantes (Davidson, 2006). Estes efeitos,
descritos especialmente para os AGPI de cadeia longa da série n-3 presentes no dleo de
peixe (acido eicosapentandico e acido docosahexandico), sdo gerados por agdes na
transcricdo génica a partir da modulagdo da expressao e da atividade de uma série de
fatores nucleares tais como, os Peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR) (Jump e
cols., 2008). No entanto, os mecanismos de agado do éleo de peixe responsaveis por seus
efeitos hipolipemiantes ndo estdo completamente elucidados, mas envolvem regulagcao
hepatica do metabolismo de triglicerideos, AG e colesterol, atuando sobre varios alvos em
comum com os horménios tireoideanos. Neste trabalho, hipotetizamos que as acbes dos
horménios tireoideanos possam ser moduladas pelos AGPI n-3 presentes no 6leo de peixe,
constituindo este mais um mecanismo que contribui para o efeito hipolipemiante do 6leo de

peixe.
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1.1 Hormonios tireoideanos

1.1.1 Mecanismo de acéo e efeitos gerais

Os horménios tireoideanos exercem papel crucial no desenvolvimento, diferenciagao e
metabolismo (Barra e cols., 2004). A falta deste hormbnio no desenvolvimento implica em
disturbios de crescimento e retardo mental severo, demonstrando a necessidade de
mecanismos de ajustes finos na sua concentracdo e agdo para a manutencdo da
homeostase (Genuth, 2004).

A glandula tiredide é responsavel pela produ¢do dos horménios tireoideanos 3,5,3',5-
tetraiodotironina (tiroxina ou T,) e 3,5,3'-triiodotironina (T3), e por sua forma inativa, 3,3’,5'-
trilodotironina (T3 reverso ou rT3) (Figura 1). Existe uma propor¢do na produg¢ao e secregao
desses hormbnios pela tiredide, tendo o T, representando aproximadamente 90% do débito
hormonal tireoideano em humanos (Genuth, 2004) e em torno de 45-50% em ratos (Bianco
& Kim, 2006).

O eixo hipotalamo-hipofise-tiredide é responsavel pelo controle das concentragdes
circulantes dos horménios tireoideanos. A sintese e secrecado destes hormonios pela tiredide
sao estimuladas pelo horménio estimulador da tiredide (TSH), secretado pela hipdfise, cuja
sintese e secregao é estimulada pelo horménio estimulador de tireotrofina (TRH), secretado
pelo hipotadlamo. In vivo, as concentragdes dos horménios tireoideanos sdo mantidas em
niveis adequados pela capacidade deste hormdnio de inibir sua prépria produgdo por
feedback negativo na secrecdo de TSH e TRH (Moura & Moura, 2004). Desta forma, os
horménios tireoideanos atuam no nucleo paraventricular, inibindo a secrecédo de TRH, e na
hipdfise, inibindo a secrecao de TSH, constituindo um mecanismo de restabelecimento de
sua concentragao, frente suas oscilagcdes séricas.

Assim, no hipotireoidismo primario, em resposta a reducéo de T; e T4, ha um aumento
na secrecao de TRH pelo hipotalamo e de TSH pela adenohipéfise, promovendo aumento
do TSH sérico que, por sua vez, atua na tiredide estimulando diversas etapas da sintese dos

hormonios tireoideanos, na tentativa de restaurar sua concentracdo. No entanto, no estado
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de hipertireoidismo, o aumento das concentragdes séricas de T3 e T,4, favorecem o feedback

negativo, reduzindo as concentracdes séricas de TRH e TSH (Kogai & Brent, 2005).

NH;
CH; —CH—COCH

| TH"’
1 |

3,5,3',5'- tetraiodotironina
(Tiroxina ou Ty)

I

3,5,3' —triiodotironina
(Ts)

v

> — CH—COOH

|

3,3',5" - triiodotironina
(T3 reverso)

Figura 1 — Estrutura quimica dos horménios produzidos pela glandula tiredide: 3,5,3,5-
tetraiodotironina (tiroxina ou T,) e 3,5,3-triiodotironina (T3), e sua forma inativa, 3,3’,5-triiodotironina
(T3 reverso). Adaptado de Bianco e cols., 2002

No entanto, as concentragdes sericas dos horménios tireocideanos ndo s&o o unico
determinante para sua acdo. O perfil tecidual da acao desses horménios € modulado por
diversos pontos de controle (Moura & Moura, 2004).

Os hormonios tireoideanos, devido as suas caracteristicas hidrofdbicas, circulam na
corrente sanguinea, predominantemente ligados a proteinas séricas, como a globulina
ligadora de tiroxina (TBG). Desta forma, a fragdo livre, que representa o horménio
metabolicamente ativo, constitui somente 0,02% da concentracao total de T4 e 0,3% da
concentracao total de T3, sendo determinante para a acdo do hormdnio (Kogai & Brent,
2005). A ligacao destes horménios as proteinas plasmaticas aumenta sua meia-vida e
assegura uma distribuicao regular do hormonio nos tecidos alvos (Barra e cols., 2004).

A entrada dos hormbnios tireoideanos na célula, diferentemente do processo de
difusdo simples que se postulava ha alguns anos atras, € mediada por proteinas

transportadoras presentes na membrana plasmatica (Visser, 2007). Esses transportadores,
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como o transportador monocarboxilato 8 (MCT8), possuem distribuicdo tecido-especifica e
sao importantes para a concentragao intracelular do horménio e assim, para sua acao,
constituindo um alvo potencial para modular a agdo do horménio (Dumitrescu e cols., 2006).

Devido ao baixo débito na produgcdo de T; pela tiredide de seres humanos
(aproximadamente 10% de todo o hormdnio secretado), as vias extratireoideanas de
producdo deste horménio contribuem de forma importante para a producado diaria de T;
representando cerca de 80% de sua produgao total em humanos. Ja em roedores a
contribuicéo extratireoideana para o T3 sérico corresponde a cerca de 50% (Bianco & Kim,
2006). Estas vias extratireoideanas sao constituidas pela acdo de enzimas 5’-desiodases
que tém a capacidade de remover um iodo da posi¢do 5 do anel fendlico das iodotironinas,
promovendo sua ativagdo ou metabolizagdo. As enzimas 5-desiodases contribuem com a
inativacdo e metabolizacdo do horménio (Figura 2), ja que convertem T, a rTz e Tz a T,.
Entretanto, este termo “inativagado” pode ser inadequado em vista das recentes descobertas
revelando que tanto rT; como T, possuem atividade biolégica, porém bem menos intensa e
com caracteristicas distintas daquelas de T3 (Moreno e cols., 2008).

Apesar das similaridades entre as trés desiodases atualmente descritas, tipo 1 (D1), 2
(D2) e 3 (D3), estas possuem diferentes substratos preferenciais, propriedades cinéticas,
respostas a moduladores e acgoes fisiolégicas (Bianco & Larsen, 2005) (Tabela 1). D2 tem
papel bem estabelecido na producao de Tj; intracelular e D3 na metabolizacao e inativacao
de horménios tireoideanos. Ja D1 pode tanto produzir T3 extracelular quanto promover o
clearance de rT; (Bianco & Kim, 2006). Isto se deve a capacidade da D1 de realizar tanto a
reacdo de 5 como a de 5desiodacgao , enquanto D2 apresenta apenas atividade 5
desiodase e a D3 tem acao exclusiva de 5 desiodacado (Kuiper e cols., 2005). Desta forma,
D2 gera preferencialmente a forma ativa do horménio (T3), a partir da desiodagdo de Ty,
enquanto a D1 ativa ou inativa T4, sendo sua agao ativadora a predominante
fisiologicamente (Bianco & Kim, 2006).

A localizagdo celular de D1 e D2, membrana plasmatica e reticulo endoplasmatico,

respectivamente, explica parcialmente a menor contribuicdo da D1 para a geragdo de T;
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intracelular (Bianco & Larsen, 2005). Além disto, D2 possui uma constante de Michaeles-
Menten (K.) 1000 vezes menor para T, do que D1 sob as mesmas condi¢des in vitro
(Bianco e cols., 2002). Desta forma, o T, é o substrato preferencial de D2 enquanto o rT; é
o substrato preferencial de D1. No entanto, o rT; também é um importante substrato para

D2, devido sua agao 5’ desiodase (Bianco e cols., 2002).

||\1H2
CHz = CH—COOH

3,5,3'.5'- tetraiodotironina (Tiroxina ou T4)

02, o1 /-1 (5) D3,(01) \ -l (5)
Ativacao Inativacao
! NHe ' NHe
| | I |
3.5,3' —triiodotironina (T3) 3,3',5' —triiodotironina (T3 reverso)
D3, (D1)\ () N (5%)1@2

Inativacao
NH,

|
HOO 0 QCH2 — CH—COOH

] |
3,3’ —diiodotironina

Figura 2 — Atividade das desiodases 5' (D1 e D2) e 5 (D1 e D3) sobre o metabolismo de
iodotironinas. Adaptado de Bianco e cols., 2002

As concentragdes séricas de hormdnios tireoideanos sdo capazes de modular a
atividade das desiodases. Enquanto D1 é regulada positivamente por horménio tireoideano,
sendo altamente sensivel as alteragbes na concentragao sérica destes horménios, D2 é
modulada negativamente, tendo como principal inibidor o T, (Kuiper e cols., 2005). O
principal inibidor da D1 é o propiltiouracil (PTU), sendo esta a Unica desiodase sensivel a

esta droga (Bianco e cols., 2002).
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Tabela 1 — Caracteristicas cinéticas e fisiolégicas das desiodases do tipo 1 (D1), 2 (D2) e 3 (D3)

Parametro D1 D2 D3
Atividade 5 e 5 desiodase 5’ desiodase 5’ desiodase
Substrato preferencial rT3>>T4>T3 T4 >rT3 T3>T4

Papel fisiolégico

Localizagéo celular

Km (M)

Inibicdo com PTU

Localizagao tecidual

Respostaao T de T3e T4

Regulacéo fisiologica:

Inducéo

Represséo

Produgao extracelular de
T3 e inativagao de todos

os produtos

Membrana plasmatica

107,10

Sim

Figado, hipdfise, rim,

tiredide

™

T3

Jejum, doenga

Producgao intracelular

de T3

Reticulo

endoplasmatico

10°

Hipdfise, TAM, SNC

W

Exposigéo ao frio,

catecolaminas

TT3ouT4

Inativagao de T4 e
T3

Membrana

plasmatica

10°

Placenta, SNC

™

Ativadores de ERK

GH

Adaptado de Bianco e Kim, 2006; Bianco e cols., 2002; Kogai e Brent, 2005. Legenda: TAM -

tecido adiposo marrom, SNC — sistema nervoso central, GH — horménio do crescimento

As desiodases se diferenciam até mesmo por sua distribuicdo tecidual. D1 é
encontrada principalmente no figado, rim, hipofise e tiredide, enquanto a D2 esta presente
em maior atividade na hipdfise, cérebro e tecido adiposo marrom (Oetting & Yen, 2007).

As desiodases permitem que a sinalizagdo do horménio em tecidos individuais possa
ser modulada sem que haja alteragdo nas concentragdes séricas do hormdnio. Assim, estas
enzimas controlam a concentragéo local do horménio biologicamente ativo, sendo este um
mecanismo determinante para modular a agcdo dos horménios tireocideanos em tecidos

alvos.
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A acgdo dos horménios tireoideanos € mediada por receptores nucleares (TR) que
podem se ligar com grande afinidade a T3, visto que este é a forma biologicamente ativa do
horménio. TRs sdo membros da grande familia de receptores nucleares e agem como
fatores de transcricdo modulados por ligante, devido sua capacidade de se ligar ao
horménio e a sequiéncias especificas no acido desoxirribonucléico (DNA), denominadas
elemento responsivo ao hormdnio tireoideano (TRE), localizado na regido promotora do
gene (Oetting & Yen, 2007).

A analise estrutural e funcional do TR e de outros receptores nucleares demonstra que
esta superfamilia exibe uma estrutura modular com dominios funcionais distintos com
fungdes especificas. Dentre estes se destacam, o dominio amino-terminal, o de ligagcao ao
DNA (DBD) e o de ligagéo ao ligante (LBD) (Barra e cols., 2004).

Os genes Thra e Thrb codificam as principais isoformas de TRs: TRa1, TRa2 (c-
erbAa-2), TRB1 e TRB2 (Oetting & Yen, 2007). Estas isoformas possuem as regides DBD e
LBD, altamente conservadas, entretanto, a isoforma TRa2 possui alteragbes na regiao LBD
responsaveis por sua incapacidade de se ligar ao T; (Barra e cols., 2004) (Figura 3).

A interacdo do T3z com o TR provoca mudancgas conformacionais do receptor levando a
troca de proteinas acessoérias identificadas como co-fatores. Desta forma, os co-repressores
que estariam ligados ao receptor, seriam trocados por co-ativadores apds a interagdo com o
horménio, gerando alteragdes na cromatina que favorecem a transcricdo do gene alvo
(Basset e cols., 2003). O mecanismo de regulagdo negativa de genes cuja expressao é
inibida por hormonio tireoideano ainda é pouco conhecido (Barra e cols., 2004).

Este constitui o0 mecanismo classico de agao dos hormoénios tireoideanos, entretanto,
algumas acgbes rapidas e independentes de TR ou de atividade transcricional foram
descritas e evidenciam outros mecanismos de acdo desses hormoénios (Oetting & Yen,
2007).

Através do mecanismo classico, os hormdnios tireoideanos sao capazes de modular a

expressao de diversos genes alvos, dentre os quais, genes envolvidos no metabolismo
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energético, como a enzima alfa-glicerofosfato desidrogenase mitocondrial hepéatica, cuja
acao é importante no metabolismo lipidico (Rauchova e cols., 2004). A expressado e a
atividade desta enzima sdo bastante sensiveis a agdo dos horménios tireoideanos,

comportando-se, desta forma, como um marcador do estado tireoideano.

A
Ativagdo da transcrigao Rotagdo do DBD em
independente de ligante relagdo ao LBD
| |
| NH2terminal | DBD [ H | LBD
I I
Dominio de ligagao Dominio de ligagéo ao
aoDNA e horménio e ativagédo
dimerizagao da transcrigéo
Ligacdo ao Ligagé&o ao
B DNA T3 Transativagao
1 461

+ + +

TRB-1 - DNA| | LIGAND |
1 514 N . +

TRB-2 | |DNA| | LIGAND |

1 410
TRo-1 l 85 | | I + + +

1 492

c-erbAo-2 . 8 | | | | * ) )

Figura 3 — Estrutura priméaria representando os receptores nucleares de horménios
tireoideanos. (A) Dominios funcionais dos receptores nucleares (B) Diferentes isoformas de receptor
de hormoénio tireoideano e suas propriedades funcionais. Adaptado de Oetting e Yen, 2007; Barra e
cols., 2004.

A expressao das diferentes isoformas de TR apresenta padrbes distintos nos diversos
tecidos. Em ratos, TRa1 é bastante expresso no coragdo, musculo esquelético e tecido
adiposo marrom, enquanto o TRB1 tem sua maior expressao no figado (Harvey & Williams,
2002), representando aproximadamente 90% dos TRs hepaticos (Oetting & Yen, 2007).

Observa-se entao que as ag¢des dos hormdnios tireoideanos nao sao refletidas apenas
por sua concentracao sérica, outros fatores como a sua fragao livre, a concentragao tecidual

de T; (forma biologicamente ativa do horménio) e a disponibilidade do receptor, constituem
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importantes pontos de modulacdo para determinar sua acao periférica em tecidos alvos,

como o figado, no qual exerce importantes agdes sobre o metabolismo lipidico.

1.1.2 Efeitos dos horménios tireocideanos sobre o metabolismo lipidico e mecanismos de

acao

Os horménios tireocideanos influenciam todos os aspectos do metabolismo lipidico,
incluindo sua sintese, mobilizacdo e degradacdo. No entanto, seus efeitos sobre a
degradacdo sdo mais evidentes, destacando-se em estados de hipertireocidismo. Esta
capacidade de estimular vias metabdlicas opostas contribui para sua acdo de aumentar o
gasto energético (Pucci e cols., 2000).

As agbes dos horménios tireoideanos sobre o metabolismo de lipideos tornam-se
evidentes em casos de hipotireoidismo. Individuos ou animais hipotireoideos apresentam
hiperlipidemia, caracterizada pelo aumento do colesterol sérico, algumas vezes
acompanhado do aumento do triglicerideo sérico (Pucci e cols., 2000). Erem e cols. (1999)
descreveram concentragbes aumentadas de colesterol total e de lipoproteina de baixa
densidade (Low Density Lipoprotein Cholesterol — LDL) em pacientes hipotireoideos e
concentragdes reduzidas em pacientes hipertireoideos. Mesmo em casos de hipotireoidismo
subclinico, caracterizado por alteracdo do TSH sérico sem alteracdo das concentragoes
séricas de T3 e Ty, pacientes podem apresentar perfil lipidico alterado (Jung e cols., 2003;
Serter e cols., 2004; Al-Tonsi e cols., 2004), cuja normalidade é restabelecida apés terapia
hormonal com hormdnios tireoideanos (Serter e cols., 2004).

Os mecanismos envolvidos neste efeito hipolipemiante envolvem a modulacao direta
da expressao dos genes codificantes de enzimas lipogénicas, como a enzima malica e a
acido graxo sintase, e de enzimas de oxidagao de acidos graxos, como a carnitina palmitoil
transferase, e modulacdo indireta de outras enzimas por meio do controle de fatores
transcricionais. Outra acdo dos horménios tireoideanos é dada pelo controle de etapas

determinantes de algumas vias metabdlicas. Um exemplo importante desta acao é o efeito
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estimulatério sobre a langadeira glicerol-3-fosfato, que constitui um cruzamento entre o
metabolismo lipidico e glicidico, assim como a principal entrada de glicerol na
gliconeogénese (Alfadda e cols., 2004). Esta lancadeira é composta pelas enzimas glicerol-
3-fosfato desidrogenase citosdlica (GPDc) e mitocondrial (GPDm). A atividade da GPDm é
sensivel a acdo dos hormoénios tireoideanos, sendo estimulada por estes, e desta forma
constituindo um marcador confiavel da agdo dos horménios tireoideanos em modelos
agudos e crbnicos de tratamento com T3 (Rauchova e cols, 2004).

As agdes hipolipemiantes dos hormoénios tireoideanos sido determinadas pela
preponderancia do estimulo de degradacdo sobre o estimulo de sintese de lipideos,
provocados concomitantemente pelos horménios tireoideanos. Estes estimulam a sintese
hepatica de acidos graxos (AG), assim como sua esterificacdo a triglicerideos por agao
estimulatéria sobre as enzimas acetil-CoA carboxilase, acido graxo sintase e diglicerideo-
acil-transferase, enzimas limitantes para estas agoes (Miller & Seitz, 1984). Desta forma,
individuos hipertireoideos apresentam lipogénese hepatica trés vezes maior do que
individuos eutireoideos (Cachefo e cols., 2001).

Apesar desta capacidade lipogénica aumentada, a perfusao de figado isolado de ratos
hipertireoideos demonstrou reduzida produgao de triglicerideos e de lipoproteinas de muito
baixa densidade (Very low density lipoprotein - VLDL), assim como reducdo no conteudo
intracelular de triglicerideos (Laker & Mayes, 1981; Keyes e cols., 1981). Estudos utilizando
o acido oleico marcado (4cido oleico [1- 'C]) revelaram maior producdo de corpos
cetdnicos, maior oxidagdao de AG e maior producdo de acido biliar, revelado pela maior
insercdo deste carbono marcado nestas vias (Keyes e cols., 1981). Os animais
hipotireoideos apresentaram menor oxidagdo de AG, justificando a maior secrecdo de VLDL
durante a perfusdo. Laker & Mayes (1981) demonstraram ainda menor sintese de AG nos
animais hipotireoideos, através da observacdo de uma menor incorporacdo de °H (através
da utilizagéo de *H,0) no tecido hepatico.

Também em seres humanos, observa-se aumento na secregédo de VLDL pelo figado

em hipotireoideos (Al-Tonsi e cols., 2004). Assim como em animais, as alteragbes na
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sintese de lipideos sdo acompanhadas por alteragdes na sua captagao e metabolizacio.
Avaliagdes em humanos utilizando a administragcao de quilomicrons demonstraram aumento
na remocao de triglicerideo plasmatico em individuos hipertireoideos, enquanto individuos
hipotireoideos apresentam retardo nesta remocéao (Nikkila & Kekki, 1972).

As acgdes hipotrigliceridémicas dos horménios tireoideanos envolvem ainda aumento
na captacido destes lipideos por estimulo de lipases. O tratamento com T, em individuos
hipotireoideos provocou aumento na atividade da lipase hepatica, sem alterar a lipase
lipoprotéica (LPL). Estes dados justificam a reducdo observada na concentragao de
triglicerideos nas lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e de densidade intermediaria
(Intermediary density lipoprotein — IDL), mas nao na VLDL durante a terapia de reposigao
(Packard e cols., 1993).

Os hormébnios tireoideanos limitam a saida do triglicerideo recém sintetizado do
hepatdcito devido ao aumento da hidrdlise intra-hepatica deste a AG e glicerol, por estimulo
da lipase lisossomal. Estes horménios promovem ainda aumento da oxidacido de AG por
estimular o transporte destes para a mitocondria, através da agao sobre a enzima carnitina
acil transferase |. (Miller & Seitz, 1984). Além destes mecanismos que contrabalangarado o
aumento da sintese de ftriglicerideos hepaticos, existem mecanismos periféricos para
aumentar o clearance destes lipideos (Packard e cols., 1993). Este conjunto de agbes
favorece a redugao no conteudo de triglicerideo plasmatico.

Outros mecanismos de reducdo do triglicerideo sérico envolvem a modulacdo de
apoproteinas (Apo). A Apo A5 é um dos principais determinantes do triglicerideo sérico por
inibir a producdo de VLDL e estimular sua hidrélise mediada por lipases. A Apo A5 ¢é
estimulada por T3 ou agonista de TR} in vitro (hepatdcitos humanos e de roedores) e in vivo
(ratos) (Prieur e cols., 2005). Os autores, além de identificarem a correlagao positiva entre o
estado tireoideano e a expressdo de Apo A5, identificaram um TRE funcional na regiao
promotora do gene, pelo qual o horménio tireoideano modula sua expressao.

As alteragdes nas concentragdes séricas de triglicerideos em individuos e animais

hipotireoideos ndo sao tdo evidentes quanto o aumento no colesterol sérico, podendo o
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triglicerideo seérico no hipotireoidismo apresentar-se semelhante (Abrams e cols., 1981),
maior (Al-Tonsi e cols., 2004) ou até mesmo menor do que no estado eutireoideo (Franco e
cols., 2003). Em revisao da literatura, Danese e cols. (2000) relataram que trabalhos
avaliando as alteracdes lipidicas em pacientes com hipotireoidismo subclinico demonstram
redugdo nas concentragdes séricas de colesterol total e LDL colesterol apos o tratamento
com T,4. No entanto, os efeitos do tratamento sobre a concentracdo sérica de triglicerideos e
lipoproteina de alta densidade (High density lipoprotein — HDL) colesterol foram variaveis,
nao apresentando significAncia estatistica. Nikkila & Kekki (1972) confirmam esta
variabilidade de perfis, demonstrando que tanto pacientes hipo- quanto hipertireoideos
apresentaram um leve aumento na concentragcdo seérica de ftriglicerideos, quando
comparados ao individuo eutireoideo.

Os hormoénios tireoideanos podem influenciar o metabolismo de colesterol em diversas
etapas criticas envolvidas na sua sintese, captacado e metabolizagdo. Estas agdes envolvem
estimulo da enzima 3-hidroxi-3-metil glutaril Coenzima A (HMG CoA) redutase e da farnesil
pirofosfato sintetase (Ness e cols., 1990), aumentando sua sintese; estimulo do receptor de
LDL (Shin & Osborne, 2003; Lopez e cols., 2007), favorecendo sua captagado da circulagéo;
e estimulo da enzima colesterol 7a- hidroxilase (CYP7A1) (Ness e cols., 1990), aumentando
sua metabolizacdo a acidos biliares. Desta forma, apesar da reduzida sintese endégena de
colesterol, o individuo hipotireoideo apresenta aumento na concentragdo sérica de LDL e
colesterol devido a concomitante reducdo no catabolismo da LDL e excrecao de colesterol
pela bile.

O receptor de LDL permite a captacao das LDL e VLDL remanescentes, promovendo a
endocitose destas lipoproteinas com conseqtiente fusdo com lisossomos. Desta forma, ha a
liberacdo do colesterol no hepatdcito que é direcionado para a incorporacdo na membrana
ou esterificagcdo (Nelson & Cox, 2006). O rapido e intenso aumento (5 vezes) da atividade
deste receptor, promovido pela administracdo de horménio tireoideano em animais
hipotireoideos (Lopez e cols., 2007), favorece a redugdo na concentragdo sérica de

colesterol total e LDL. Apesar de alguns autores afirmarem que o efeito dos hormdnios
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tireoideanos sobre o receptor de LDL seria indireto, mediado pelo aumento do fator de
transcricao Sterol regulatory element binding protein-2 (SREBP-2) (Shin & Osborne, 2003),
foi demonstrada a presenca de um TRE funcional na regido promotora do gene, cuja
mutacao abole o efeito estimulatério de T3, evidenciando uma agao direta deste horménio
sobre este gene alvo (Lopez e cols., 2007).

Em roedores, a atividade (Gullberg e cols., 2002) e expressao do RNAm (Ness e cols.,
1990) da CYP7A1 é positivamente modulada por horménio tireoideano. Gullberg e cols.
(2002) observaram uma reducdo na atividade desta enzima em resposta a inducdo do
hipotireoidismo, com subseqliente aumento de sua atividade apdés administracao de Ts.
Estas alteragbes s&o determinantes para a metabolizacdo do colesterol hepatico,
justificando em parte o aumento e reducdo, respectivamente, no colesterol sérico neste
modelo experimental. Entretanto, em humanos, a CYP7A1 é regulada negativamente por
horménios tireoideanos. Camundongos transgénicos expressando o gene da CYP7A1
humano apresentaram reducéo na expressao da CYP7A1 apds inducéo do hipertireoidismo
(Drover & Agellon, 2004).

Como ja mencionado anteriormente, outros mecanismos hipolipemiantes dos
hormdnios tireoideanos envolvem a modulagdo de fatores transcricionais essenciais no
controle do metabolismo lipidico. Entre estes o receptor nuclear Liver X Receptor (LXR) e o
fator de transcricio SREBP. Os horménios tireoideanos sido capazes de modular
positivamente a expressdo do LXRa em roedores e humanos, contribuindo para suas acdes
sobre o metabolismo de colesterol (Hashimoto e cols., 2007). Quanto ao SREBP 1-c, fator
envolvido na indug¢ao da transcricao de genes lipogénicos, tanto em camundongos como em
humanos, o hormdnio tireoideano demonstrou uma modulagao negativa (Hashimoto e cols.,
2006a). Estes trabalhos demonstram que além da modulacdo direta sobre enzimas
importantes no metabolismo lipidico, os hormoénios tirecideanos agem também por
mecanismo indiretos, modulando fatores transcricionais essenciais no controle do

metabolismo lipidico, contribuindo para sua agao hipolipemiante (Figura 4).
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Desta forma, o individuo hipotireoideo apresenta clearance reduzido de LDL, menor

conversdao de colesterol a acido biliar, menor excrecdo de colesterol na bile e,
provavelmente, uma maior reabsorcdo de acidos biliares. Estes mecanismos justificam as
concentracdes séricas aumentadas de colesterol total e LDL observadas em individuos e

animais hipotireoideos (Mdller & Seitz, 1984).
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Figura 4 — Representacdo esquematica dos mecanismos dos horménios tireoideanos sobre o
metabolismo lipidico envolvidos nos seus efeitos hipolipemiantes. As setas pontilhadas em
vinho representam a preponderancia de um efeito (texto em negrito) sobre o outro (texto em italico).
Legenda: AG — acido graxo; TG — ftriglicerideos; LDL - Low density lipoprotein; VLDL — Very low
density lipoprotein; LXR — Liver X receptor: SREBP — Sterol regulatory element binding protein; HMG
CoA redutase - 3-hidroxi-3-metil glutaril Coenzima A redutase

Os efeitos dos horménios tireoideanos sobre o metabolismo lipidico estdo bastante
associados aos receptores do tipo beta (TRp), isoforma predominante no figado, como
demonstrado por trabalhos que utilizam agonistas seletivos. O agonista beta seletivo GC-1
demonstrou capacidade de reduzir as concentragdes séricas de colesterol total e de
triglicerideos em camundongos eutireoideos alimentados com dieta padrdo ou dieta

hipercolesterolémica (Johansson e cols., 2005). Neste mesmo trabalho, os autores sugerem
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a capacidade deste agonista em estimular passos importantes na degradacao de colesterol,
como a metabolizacido a acido biliar por acao estimulatéria da CYP7A1. Em revisdo, Baxter
e cols. (2004) relatam que, também em primatas, o GC-1 reduz o colesterol circulante em
aproximadamente 40%. Reducdo na concentragao sérica de triglicerideos, lipoproteina A e
peso corporal também sdo descritas pelos autores.

Em trabalho recente, o mesmo grupo descreveu os efeitos de outro agonista seletivo
de TRB, o KB2115, sobre o metabolismo de colesterol em individuos com elevacao
moderada de peso e de colesterol sérico. A administragdo diaria do tiromimético durante
duas semanas em ensaio randomizado duplo-cego controlado por placebo, reduziu LDL
(40%), colesterol total e apoproteina B, sem alterar o triglicerideo sérico (Berkenstam e
cols., 2008).

O envolvimento do TRB1 no metabolismo de colesterol é evidenciado em animais
transgénicos, com delecdo ou alteracdo da funcionalidade deste receptor. Modelos de
animais knockout para TRs ndo alteram a concentragao seérica de colesterol no estado basal
ou em resposta a privacdo de T; ou a dieta rica em colesterol. Além disto, apresentam
resisténcia ao efeito hipocolesterolémico do horménio tireoideano. Nem mesmo a
superexpressdo do TRal na auséncia da isoforma beta é capaz de reduzir a concentragéo
sérica de colesterol e aumentar a atividade da CYP7A1 sob estimulo de T; (Gullberg e cols.,
2000; Gullberg e cols., 2002). Estes dados demonstram a importancia do TRp mediando as
acdes hipocolesterolémicas de T3, e sugerem a incapacidade da isoforma alfa em
compensar sua auséncia.

Animais apresentando mutagdo que torna o TRp incapaz de se ligar ao hormdnio
tireoideano (TRP A337), caracterizando um modelo de resisténcia a hormdnio tireoideano,
também possuem alteragdes no metabolismo de colesterol. Este modelo animal revelou
novos aspectos da agdo do TRP no metabolismo do colesterol. Paradoxalmente, os animais
mutantes tornados hipotireoideos apresentaram redugdo na concentracdo sérica de

colesterol em resposta a dieta rica em colesterol (Hashimoto e cols., 2006b). Os autores
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descrevem ainda que os mecanismos moleculares parecem envolver a reducido da
capacidade de competicdo do TR mutante com o LXR em se ligar ao elemento responsivo
deste, favorecendo a acdo do LXR, o que explicaria a menor concentracdo do colesterol
sérico. Os autores demonstraram que o TRPB normal nio ligado ao T3, como ocorre no
hipotireoidismo, inibe a atividade transcricional estimulatéria do LXRa no promotor da
CYP7A1. Os resultados sugerem crosstalk entre o0 TR e LXRa, importante receptor nuclear
envolvido na modulagdo do metabolismo de colesterol.

Estes dados evidenciam o envolvimento dos hormdnios tireoideanos com o
metabolismo lipidico, em que a disponibilidade e funcionalidade da isoforma TRp para

mediar as a¢des destes horménios sdo determinantes para seu efeito hipolipemiante.

1.1.3 Modulacao por fatores dietéticos

A relacdo dos hormoénios tireoideanos com o metabolismo ndo se restringe apenas a
um papel modulador. Esta € uma relacédo reciproca, onde as concentragdes e acdo dos
horménios tireoideanos sofrem constante influéncia do metabolismo energético e de fatores

envolvidos neste, como fatores nutricionais.

O estado nutricional é capaz de afetar profundamente as concentragdes séricas de
horménios tireoideanos e a fungdo da hipdfise, tanto em animais como em humanos. O
metabolismo periférico dos horménios tireoideanos é ajustado a quantidade e qualidade da
energia ingerida, sendo desta forma, o jejum, a subnutricdo e a supernutricdo importantes

moduladores das ac¢des dos hormonios tireoideanos (Danforth & Burger, 1989).

No jejum ocorre declinio na concentragao sérica de T3 e T, acompanhado por reducao
na concentracao sérica de TSH, sendo este provavelmente um mecanismo de conservagao
de energia nesta situacado (Danforth & Burger, 1989). Desta forma, o classico feedback
negativo do eixo hipotalamo-hipd&fise-tiredide é paradoxalmente revertido durante o jejum,

quando a reducdo da concentragcao sérica de hormoénios tireoideanos é acompanhada pela
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supressao na secregcao de TSH e TRH. Os mecanismos provavelmente envolvidos nesta
reposta paradoxal envolvem aumento da atividade da D2 hipotaldmica, aumentando a
concentracao local de Ti, e desta forma, inibindo a secrecdo de TRH independente da

reducdo na concentragao sérica de T3 (Coppola e cols., 2005).

Alguns estudos tém demonstrado que outras manipulagdes na alimentagdo sao
capazes de alterar a funcgdo tireoideana. Em revisao, Forsythe (1995) relata a capacidade da
proteina de soja de aumentar a concentragao sérica de T, quando comparada a caseina.
Xiao e colaboradores (2004) demonstraram que dietas contendo proteina isolada de soja
foram capazes de aumentar a expressdo do TRP1 no figado de ratos, apesar de nao
alterarem as concentragdes séricas de T; e T, desses animais. Os autores acreditam que
estas alteragdes nas acdes dos horménios tireoideanos podem estar envolvidas nos efeitos

no metabolismo lipidico promovidos pela proteina de soja (Forsythe, 1995).

Outros fatores dietéticos que tém demonstrado capacidade de exercer efeitos sobre a
funcao tireoideana sdo os lipideos. Dietas hiperlipidicas, do tipo cafeteria, nas quais os
lipideos representam 60% das calorias da dieta, diminuiram a capacidade de ligagdo do
TRa1 e do TRB1 no figado, e a expressao do seu RNAm no figado e no tecido adiposo de
ratos (Redonnet e cols., 2001), sugerindo menor agdo dos horménios tireocideanos nestes

tecidos. Neste trabalho, o maior percentual de AG ofertados era na forma saturada.

A ampla e potente influéncia dos hormédnios tireoideanos sobre o metabolismo
energético, modulando vias de sintese e oxidacdo de substratos energéticos, como os
lipideos, caracterizam este hormdnio como um alvo suscetivel as alteragbes nutricionais,
seja pela quantidade ou pela qualidade da energia ofertada. Estas alteragdes na agao dos
horménios tireoideanos seriam requeridas para promover as adaptacbes metabdlicas

necessarias para o estado ou fator nutricional em questao.
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1.2 Acidos graxos poliinsaturados (AGPI)

1.2.1 — Classificacéo, sintese e efeitos gerais

Os lipideos tém demonstrado a capacidade de influenciar diversos processos
biolégicos, como a composi¢cdo de membranas celulares, sinalizagdo celular, metabolismo
energético e expressdo génica (Jump e cols., 2008). Esta capacidade é influenciada pelas
caracteristicas dos AG que os compdem (El-Badry e cols., 2007), sendo a classe de AGPI a
mais potente.

Os AG sdao classificados de acordo com o numero de ligagdes duplas entre os
carbonos (insaturagées), classificando-se em saturado (auséncia), monoinsaturado (apenas
uma) ou poliinsaturado (mais do que uma), e de acordo com a posi¢cdo da primeira
insaturacgéao, classificando-se em AG da série n-3, 6 ou 9 (Voet & Voet, 1995; Nelson & Cox,
2006).

A representacao adotada para classificacdo de AG permite a visualizagdo de todos
estes parametros, na qual é citada o numero de carbonos que compdem a cadeia, seguida
do numero de insaturagdes, separados por dois pontos. O numero do carbono que contém a
primeira insaturagcdo, contada a partir do grupamento metila terminal, é representado em
seguida, precedido pela letra n, que substituiu a grafia anterior que usava a letra grega ®
(bmega) (Ruxton e cols., 2007). Por exemplo, o &cido linolénico, AGPI n-3 contendo 18
atomos de carbono e 3 insaturagdes é representado como 18:3n-3.

Diferentemente das outras categorias de AG, os AGPI n-3 e 6 ndo podem ser
sintetizados em mamiferos a partir de acetil CoA, devido a auséncia de enzimas capazes de
catalisar estas reacodes. Para isto, mamiferos precisam consumir os precursores de AGPI: o
acido linoleico (18:2n-6) e o acido linolénico (18:3n-3) (Nakamura & Nara, 2003) (Figura 5),
cuja limitagdo de sintese em mamiferos garante-lhes a denominagcdo “acidos graxos
essenciais”. Sua essencialidade é demonstrada em casos de deficiéncia, quando se observa

retardo no crescimento e alteragdes neuroldgicas (Russo, 2008).
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Figura 5 — Estrutura quimica dos acidos graxos essenciais: acido
linoleico e linolénico. Observa-se a presenga da primeira insaturagdo no
carbono 6 e 3, respectivamente, contados a partir do grupamento metil.

Estes acidos graxos essenciais podem ser desaturados e alongados dando origem a
AGPI de cadeia longa, pertencentes a mesma familia de seu precursor. Essas duas classes
de 4cidos graxos essenciais (n-3 e n-6) ndo podem ser interconvertidas e possuem fungoes
e metabolismo distintos, apresentando freqlientemente importantes funcdes fisiolodgicas
opostas (Simopoulos, 2002).

Os 6leos vegetais de soja, milho ou girassol constituem importante fonte de AGPI n-6
(linoleico), enquanto o 6leo de canola e o 6leo de semente de linhaga constituem importante
fonte de AGPI n-3 (linolénico) (Russo, 2008). Sob acdo de enzimas desaturases e
elongases, estes AG obtidos pela dieta sdo convertidos em AGPI de cadeia longa, como o
acido aracdénico (20:4 n-6), proveniente do &cido linoleico (18:2 n-6), e o acido
docosahexandico (DHA) (22:6 n-3), proveniente do acido linolénico (18:3 n-3), que parecem
ter agdes metabdlicas mais potentes (El-Badry e cols., 2007) (Figura 6). Entretanto, como
esta ultima conversao nao parece ser tao eficiente, o consumo de alimentos marinhos é
recomendado, constituindo importante fonte de DHA e acido eicosapentandico (EPA) (20:5
n-3) (Ruxton e cols., 2007) (Figura 7).

As enzimas desaturases e elongases que constituem a via de sintese de AGPI sao

comuns as familias n-3 e n-6 (Spector, 1999). Essas enzimas possuem maior afinidade
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pelos AGPI n-3, entretanto, uma maior disponibilidade dos AGPI n-6 favorece sua
metabolizagdo (Ruxton e cols., 2007). A disponibilidade destes AG na razdo n-3/n-6 de 1:1-4
mantém ainda o favorecimento da via de sintese da familia n-3 (EI-Badry e cols., 2007).
Entretanto, o alto consumo de graos e cereais proporcionado pela dieta ocidental, favorece

a uma razao n-3/n-6 de 1:15-20 (Spector, 1999).

_n-6 n-3
| 18:2(Linoleico) | | 18:3 (a-Linolenico) |

A6 Desaturase

[ 18:3 (yLinoleico) | | 18:4 |
Elongase v
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peroxisomal il
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Figura 6 — Sintese de acidos graxos poliinsaturados de cadeia
longa da série n-3 (EPA - &cido eicosapentanoico e DHA - &cido
docosahexandico) e n-6 (dcido aracddnico) a partir dos acidos
graxos essenciais linoleico e linolénico. A sintese é mediada por
acao de enzimas desaturases e enlogases comuns as duas familias.
Adaptado de Nakamura e Nara, 2003.

A elevacdo nesta razdo tem sido associada a danos na saude, estando envolvida em
doengas cardiovasculares, cancer e doencas inflamatérias e auto-imunes (Simopoulos,
2002; Russo, 2008). Este quadro pode ser justificado pelo aumento na sintese de
eicosandides a partir de AGPI n-6, favorecendo a sintese de prostagladinas pro-

inflamatérias, pro-tromboéticas e vasoconstritoras, ao contrario da acdo dos AGPI n-3 que
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favorecem propriedades opostas (El-Badry e cols., 2007). Desta forma, considerando-se as
acgdes opostas das duas familias quanto a sintese de eicosandides, observa-se a
necessidade de um consumo proporcional destas categorias de AG, mantendo uma razao n-

3/n-6 de 1:1-4.

CH;

Acido eicosapentanoico (EPA) (20:5n-3)

COOH

ACACALALALAN/ oo
CH; -

Acido Docosahexandico (DHA) (22:6n-3)

Figura 7 — Estrutura quimica dos acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa
da série n-3 presentes no O6leo de peixe: acido eicosapentandico (EPA) e
docosahexanoico (DHA).

Os AGPI possuem a capacidade de alterar a composicdo da membrana e sua fluidez,
de agir como moléculas sinalizadoras, de modular a sintese e agao de eicosandides e de
controlar a transcricdo génica. Apesar de grande parte destes efeitos ser comum aos AGPI
n-6 e n-3, os AGPI n-3 tém se destacado por seu envolvimento benéfico em diversos
processos fisiologicos. Estes tém demonstrado agbes em fungdes cognitivas e acuidade
visual, agdes imunosupressivas, antiinflamatorias e antitromboticas, bem como efeitos sobre
o metabolismo lipidico e glicidico (Jump, 2002).

Em revisdo avaliando os efeitos benéficos dos AGPI n-3, Ruxton e cols. (2007)
relataram estudos epidemiolégicos e ensaios clinicos que demonstram melhora de
parametros cardiovasculares, atenuacdo dos sintomas de artrite reumatoide e correlagao

negativa com desordens neurolégicas, como doencgas de Alzheimer e depressdo. Os efeitos
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benéficos destes AG sobre o sistema cardiovascular devem-se principalmente a sua potente
acao sobre o metabolismo lipidico. Entretanto, muitas dessas ag¢des sdo promovidas pelos
AGPI de cadeia longa derivados de acidos graxos essenciais, como o DHA e o EPA, dos

quais o oleo de peixe representa importante fonte.

1.2.2 Efeitos dos AGPI n-3 sobre metabolismo lipidico e mecanismos de acao

O d6leo de peixe e seus componentes ativos passaram a ser importante foco de
pesquisa apds a realizagdo de estudos epidemioldgicos em torno de 1970 que revelaram
baixa prevaléncia de doencas cardiovasculares entre esquimds que viviam na Groenlandia
(Bang & Dyerberg, 1972). Caracteristicas do modo de vida daquela populagcdo foram
investigadas, concluindo-se que seus habitos alimentares eram determinantes para o perfil
observado. A alimentacao dos esquimoés da Groelandia é composta por consumo abundante
de alimentos marinhos, ricos em AGPI n-3, associada a menor ingestdo de AGPI n-6 e AG
saturados quando comparados aos esquimos dinamarqueses (Bang e cols., 1980).

O conteudo de AG plasmaticos dos esquimés refletiu a composicao de lipideos
presentes em sua dieta, apresentando menor concentragdo de AGPI n-6 e concentragao até
sete vezes maior de AGPI n-3, quando comparados aos esquimos residentes da Dinamarca.
Associado as alteracdes de AG plasmaticos, observou-se alteragao do perfil lipidico (menor
concentracao sérica de triglicerideos, colesterol total e em fragdes, como LDL e VLDL) com
concomitante aumento do HDL, sendo este quadro associado a menor risco de doengas
cardiovasculares (Bang & Dyerberg, 1972).

A partir deste momento, diversos estudos utilizando manipulagbes dietéticas que
enriquecem a alimentacdo com estes AGPI n-3 passaram a ser realizados em animais e
humanos. Os estudos relatam que os mecanismos envolvidos na prevencao de doencas
cardiovasculares envolvem efeitos vasculares, como na agregacgao plaquetaria e em fatores

tromboliticos, assim como efeitos no metabolismo lipidico (Herold & Kinsella, 1986).
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Em revisdo da literatura, Herold & Kinsella (1986) relatam a utilizagdo de diversas
fontes desses AGPI n-3, como a gordura e o 6leo de peixes, dentre os quais sardinha,
bacalhau, tubardo e outros, ou AGPI n-3 purificados, como o EPA e DHA, na tentativa de
elucidar os mecanismos responsaveis pelo efeito hipolipidémico. Os desenhos
experimentais com animais envolvem administragdo oral por sonda intragastrica, infusao
intravenosa e manipulagdes dietéticas, suplementando ou substituindo, completamente ou
parcialmente, os lipideos dietéticos por fonte de AGPI n-3. Ja os estudos em humanos
utilizam manipulagdes aumentando o consumo de peixes na dieta, ou suplementacido com
6leos de peixe ou seus componentes purificados.

Considerando-se que o figado é o 6rgao central no controle do metabolismo lipidico,
este tecido é o principal alvo da agao dos AGPI.

Em ratos, os efeitos dos AGPI n-3 presentes no 6leo de peixe sobre o metabolismo
lipidico, reduzindo a lipidemia e percentual de gordura corporal, ttm se mostrado tempo
dependente (Willumsen e cols., 1993) e dose-dependente (Nakatani e cols., 2003). A
administragdo oral de uma unica dose diaria de EPA, AGPI de cadeia longa presente no
Oleo de peixe, provocou reducao de 50-60% no triglicerideo sérico e 30-50% no colesterol
total. Este efeito sobre a concentracao de triglicerideos ja foi observado apds o primeiro dia
de tratamento, enquanto o efeito sobre colesterol total foi mais tardio, aparecendo apés o
quinto dia de tratamento (Willumsen e cols., 1993).

Os efeitos do 6leo de peixe ndo sdo observados apenas em modelos de administragao
oral do composto purificado. Modelos utilizando o 6leo de peixe associado a dieta de
animais também tém demonstrado resultados. A oferta de dieta hiperlipidica a camundongos
contendo 6leo de girassol (AGPI n-6) e o6leo de peixe (AGPI n-3) em concentragbes
crescentes (0 a 60%) durante 13 semanas promoveu redugéo dose-dependente no ganho
de massa de tecido adiposo branco e no ganho de percentual de gordura corporal, assim
como menor ganho de peso corporal, no grupo tratado com maior percentual de 6leo de

peixe (Nakatani e cols., 2003). Estes dados demonstram que os efeitos observados seriam



40

decorrentes da presenga da primeira insaturagdo no carbono 3 (AGPI n-3) e ndo apenas do
grau de insaturagéo.

Além da importancia da posi¢ao da primeira insaturagao, o tamanho da cadeia também
parece ser determinante para a eficiéncia do efeito. A oferta de dieta hiperlipidica contendo
6leo de girassol (AGPI n-6 contendo 18 carbonos) ou 6leo de linhaga (AGPI n-3 contendo 18
carbonos) ou 6leo de peixe (AGPI n-3 contendo 20 e 22 carbonos) reduziu a concentragao
de triglicerideo sérico em todos os grupos quando comparados a uma dieta normolipidica.
No entanto, o maior percentual de reducdo foi apresentado pela dieta contendo 6leo de
peixe, representando reducao de 85% em comparacgao a dieta normolipidica, contra reducao
de aproximadamente 63% nos outros grupos (Rustan e cols., 1992). Estes dados sugerem
que apesar do AGPI apresentarem a capacidade de modular o metabolismo lipidico, a maior
potencialidade de modulacdo destes efeitos pertence aos AGPI n-3 com mais de 20
carbonos, como o EPA e DHA.

Diversos modelos de obesidade e de intolerancia a glicose também tém demonstrado
a eficiéncia dos AGPI n-3 presentes no 6leo de peixe. Os efeitos gerados por dieta rica em
gordura saturada sobre o indice de gordura corporal foram revertidos em camundongos que
consumiram tal dieta contendo substituicao parcial dos lipideos por 6leo de peixe (Wang e
cols., 2002). Mesmo efeitos decorrentes de um tratamento mais prolongado, tém sido
abolidos em curto periodo de tempo como demonstrado por Rossi e cols. (2005). Os autores
induziram obesidade e aumento da concentragdo sérica e hepatica de triglicerideos
utilizando dieta rica em sacarose durante sete meses. A substituicdo parcial do lipideo
dietético desta dieta por 6leo de peixe durante dois meses foi capaz de reverter o aumento
do triglicerideo, normalizando-o para as concentragcbes do animal controle, cuja dieta
continha amido de milho ao invés de sacarose. O 6leo de peixe atenuou ainda o ganho de
peso, a massa de tecido adiposo e o percentual de gordura desses animais, assim como
aboliu a reducédo da concentracido sérica de leptina e adiponectina, hormbnios secretados

pelo tecido adiposo, gerada pela dieta rica em sacarose (Rossi e cols., 2005).
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Wyrwoll e cols. (2006) relataram que mesmo modelos de programag¢ao metabdlica
podem demonstrar os efeitos benéficos dos AGPI n-3 presentes no 6leo de peixe. A
administracdo de dieta normolipidica com substituicdo parcial dos lipideos por AGPI n-3 a
partir da gestagédo até o sacrificio foi capaz de reverter a hiperleptinemia e hipertenséo na
vida adulta ocasionadas pela administragcdo de dexametasona durante a gestacéo.

Uma diversidade de mecanismos envolvidos nos efeitos do 6leo de peixe sobre perfil
lipidico e adiposidade em animais ja foram descritos. Al-Hasani & Joost (2005) em revisao
evidenciam que os AGPI n-3 presentes no 6leo de peixe, basicamente atuam aumentando
B-oxidacao e reduzindo lipogénese, gerando desta forma o fenotipo caracteristico da dieta.
Esta agcdo poderia ser dada pela capacidade do lipideo dietético em afetar a sinalizagéao
celular e a expressao de genes através da influéncia sobre a composi¢cao de fosfolipideos
da membrana ou através da producado de eicosandides. No entanto, a descoberta da
capacidade dos AG de interagir com alguns receptores nucleares, estabeleceu um papel
direto dos AG na regulagéo da transcricao génica (Sampath & Ntambi, 2005).

Os AGPI tém demonstrado a capacidade de afetar a expressao de diversos genes
envolvidos no metabolismo lipidico através da interagdo com e/ou modulagao de diferentes
receptores nucleares, como Peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR) e Liver X
receptor (LXR), e modulacido de fatores de transcricdo, como Sterol receptor element
binding protein (SREBP), Hepatocyte nuclear factor-4 alpha (HNF-4a) e Carbohydrate
regulatory element binding protein (ChREBP) (Sampath & Ntambi, 2005; Jump, 2008).

A acao destes AG modulando fatores transcricionais envolve dois mecanismos gerais.
No primeiro, os AGPI comportam-se como ligantes dos receptores nucleares, ativando ou
inibindo genes alvos deste receptor (Jump, 2008). Um segundo mecanismo no que se refere
a modulacao dos fatores de transcricdao, os AGPI controlam sua disponibilidade no nucleo
por mecanismos menos claros, mas que parecem envolver, entre outros, mudangas no perfil
de fosforilagcao, alterando sua atividade (Jump, 2008).

Os PPAR sao receptores nucleares envolvidos na regulagdo transcricional do

metabolismo lipidico e balango energético. Sado descritas trés isoformas: PPARa, expressa
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de forma importante no figado tendo acédo determinante na oxidagdo de AG; PPARYy,
altamente expresso no tecido adiposo tendo agao importante na homeostase glicémica e na
adipogénese; e PPARGJS, expresso de forma ubiqua, o que sugere envolvimento em fungdes
celulares basicas (Ahmed e cols., 2007). Os AGPI constituem a primeira classe de lipideo
dietético que demonstrou capacidade de ativar diretamente o PPAR« in vivo, atuando como
um ligante endégeno desta isoforma bastante expressa no figado, envolvida na regulagao
do metabolismo lipidico e glicidico (Al-Hasani & Joost, 2005). Esta interacdo desencadeia
alteracao da transcricdo génica, modulando a expresséo de diversas enzimas envolvidas no
metabolismo lipidico, como a acil-CoA sintetase e Carnitina palmitoil transferase 1 (Sampath
& Ntambi, 2005).

PPARs possuem a capacidade de se ligar a AG com diferentes graus de afinidade,
dependendo do tamanho da cadeia e do seu grau de insaturagéo, tendo maior afinidade por
AG insaturados de cadeia longa (Bordoni e cols., 2006). Tanto os AGPI n-3 quanto os n-6
ativam as trés isoformas de PPAR, entretanto, o EPA, AGPI n-3, comporta-se como o mais
potente ativador do PPARa em cultura primaria de hepatdcitos, quando comparado ao acido
aracdonico (AGPI n-6) (Sampath & Ntambi, 2005). Ja o DHA é um fraco ativador do PPAR
quando comparado ao EPA, entretanto, no meio intracelular, uma por¢do do DHA é
convertido em EPA, intensificando sua agao como agonista de PPAR (Jump e cols., 2008).
Mesmo em experimentos in vivo, os AGPI n-3 demonstraram ser agonistas mais potentes de
PPAR do que os AGPI n-6 (Clarke, 2001), justificando, em parte, sua maior capacidade de
reduzir a concentracao sérica de triglicerideos e colesterol (Rustan e cols., 1992; Nakatani e
cols., 2003).

Os ligantes enddgenos de PPAR, os AG nao esterificados presentes no meio
intracelular, normalmente sdo mantidos em baixas concentracbes neste compartimento
representando apenas 0,1% do conteudo total de lipideo celular. A adicdo de AG mais
abundantes neste pool, como o acido oleico (18:1 n-9), gera poucas alteracbes na

concentracdo AG nao esterificados, sendo incapaz de ativar o PPAR. Entretanto, a adicédo
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de AG que representam menor percentual neste pool, como o EPA (20:5 n-3), gera
alteracado na concentracao de AG nao esterificados no meio intracelular, levando a ativacao
da regulacao transcricional mediada por PPAR (Jump, 2008).

Através deste mecanismo de estimulo de PPARa, os AGPI promovem o aumento da
expressao e atividade de enzimas limitantes para a oxidagao lipidica, como a Acil-CoA
sintetase e a carnitina palmitoil transferase, direcionando os AG presentes no meio
intracelular para a utilizagdo como combustivel energético e ndo para a sintese de
triglicerideos através da reesterificacao.

A dependéncia do PPAR mediando alguns efeitos dos AGPI n-3 torna-se evidente em
modelo de animais com dele¢ao do PPARa. A inducéo por dieta suplementada com dleo de
peixe da expressao do RNAm da citocromo P450 A2, é abolida nos animais com auséncia
do PPARa (Ren e cols., 1997; Pan e cols., 2000), assim como a indugao da Acil-coA
oxidase (enzima limitante para a oxidacdo de AG) (Ren e cols., 1997) demonstrando que o
efeito do AGPI sobre estes genes é mediado por PPAR.

As agdes do Oleo de peixe ndo parecem restringir-se apenas ao PPARa, contemplam
também outras isoformas desse receptor. Neschen e cols. (2006) descreveram a
dependéncia do PPARy e ndo do PPARa, no aumento da secrecao de adiponectina pelo
tecido adiposo desencadeado por dieta contendo 6leo de peixe. Enquanto tal estimulo foi
mantido em animais sem o PPARa, o efeito foi abolido em modelo utilizando antagonista de
PPARy. Assim, as a¢des sobre o metabolismo lipidico sdo coordenadas pelo PPARa no
tecido hepatico, no entanto, outras isoformas mais expressas em outros tecidos, como o
PPARy no tecido adiposo, sofrem também influéncia dos AGPI, participando de outros
efeitos do 6leo de peixe, como o0 aumento da sensibilidade a insulina (Rossi e cols., 2005;
Lombardo & Chicco, 2006).

Enquanto os efeitos sobre estimulo de oxidagao parecem ser dependentes de PPAR,
os efeitos de supresséao de lipogénese dos AGPI sado independentes da funcionalidade deste

receptor nuclear. Animais com delecdo do PPARo apresentaram reducdo semelhante a do



44

animal selvagem no RNAm hepatico da L-piruvato quinase (Pan e cols., 2000) e da proteina
S14 (Ren e cols., 1997) em resposta a administragdo de 6leo de peixe, sugerindo que a
regulacado negativa dos AGPI sobre estes genes lipogénicos independem de interagdo com
PPARa..

Os AGPI n-3 tém demonstrado a capacidade de reprimir genes lipogénicos como acido
graxo sintase, proteina de ligacao ao lipideo do adipdcito (aP2), acetil-CoA carboxilase e
spot 14 (Al-Hasani & Joost, 2005). Estes efeitos do 6leo de peixe sobre a lipogénese
parecem envolver modulagdo de fatores transcricionais como SREBP-1 e ChREBP e,
segundo alguns autores, o LXR e o Fanesoid X receptor (FXR).

Os SREBP sao fatores transcricionais envolvidos na modulagédo de genes lipogénicos.
A isoforma SREBP-1 controla vias de sintese de AG e VLDL, enquanto a isoforma SREBP-2
modula a sintese e captacdo de colesterol. A acdo supressora dos AGPI é restrita a
isoforma SREBP-1 e é desencadeada de forma mais potente pelo DHA (22:6 n-3),
justificando suas a¢des sobre reducao de lipogénese (Jump, 2008).

Para a execugao de seus efeitos, os SREBP maduros, apds o processo de clivagem
no complexo de Golgi, migram para o nucleo como dimeros onde se ligam ao elemento
regulatério de esterol (SRE) na regido promotora do gene, recrutando co-ativadores (Jump e
cols., 2008). Os AGPI atuam reduzindo sua abundancia nuclear por mecanismos de reducao
da isoforma madura e de aumento de degradacao (Kim e cols., 1999).

Kim e cols. (1999) demonstraram que a administragdo de dieta hiperlipidica contendo
Oleo de peixe durante 5 meses reduziu o precursor e a isoforma madura de SREBP-1 (90 e
57%, respectivamente), sem alterar as outras isoformas. Esta dieta desencadeou ainda
reducdo nos genes alvos de SREBP-1 como o receptor de LDL, HMG-CoA redutase e
sintase, acido graxo sintase e acetil Co-A carboxilase.

A dependéncia dos SREBP para que os AGPI exercam seus efeitos inibitérios sobre
genes lipogénicos foi demonstrada em animais mutantes que superexpressam a forma
madura do SREBP-1. Yahagi e cols. (1999) demonstraram que a administragdo de dieta rica

em o6leo de peixe (20%) a este modelo ndo surtiu o efeito inibitério, observado em animais
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selvagens, sobre os genes lipogénicos acetil Co-A carboxilase, acido graxo sintase e
enzima malica.

Outro fator de transcricao mediando os efeitos dos AGPI é o ChREBP. Este fator é
classicamente estimulado por glicose levando ao aumento da transcrigdo de enzimas
glicoliticas e lipogénicas, como a L-piruvato quinase e a acido graxo sintase (Jump e cols.,
2008). Para promover seus efeitos, apds estimulo por glicose, este fator é translocado para
o nucleo onde forma heterodimero com o Max-like factor X (MLX) e interage com o elemento
regulatério na regido promotora do gene, aumentando a acetilagcdo de histonas e o
recrutamento da RNA polimerase (Jump, 2008).

A superexpressao de ChREBP em hepatécitos abole o efeito inibitério dos AGPI sobre
a L-piruvato quinase e parcialmente sobre a acido graxo sintase, sugerindo o envolvimento
deste fator na acdo dos AGPI sobre esta enzima. Os AGPI tém demonstrado a capacidade
de reduzir a expressao e inibir a translocacdo de ChREBP para o nucleo, sendo este o
mecanismo responsavel pela reducdo no RNAm da L-piruvato quinase (Dentin e cols.,
2005). Este efeito € comum aos AGPI n-3 e n-6, mas ndo aos AG saturados e AG
monoinsaturados. Além disto, a disponibilidade do fator com o qual forma heterodimero,
MLX, também ¢ inibida por AGPI (Jump e cols., 2008).

O HNF-4a é um fator nuclear hepatico indispensavel para a diferenciagcao e fungodes
hepaticas, como secrecao de lipoproteinas e colesterol, e metabolismo de carboidratos e
lipideos (Davidson, 2006). Em concentragoes fisioldgicas, os AG podem modular a atividade
do HNF-4a. Os efeitos dependem do comprimento da cadeia e do grau de insaturacao do
AG, prevalecendo efeito estimulatério por AG saturados e efeito inibitério por AGPI
(Sampath & Ntambi, 2005). Sua inibicdo por AGPI parece favorecer o fluxo de glicose a
glicogénio, devido a redugao na atividade da glicose-6-fosfatase e da L-piruvato quinase,
contribuindo para a inibicao da lipogénese (Davidson, 2006).

O LXR é um receptor nuclear que modula genes envolvidos na sintese de acidos
biliares e lipideos, o que o torna candidato a ser um alvo importante de AGPI. Entretanto,

seu envolvimento nos efeitos hipolipemiantes do 6leo de peixe é contraditério. Enquanto
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alguns autores sugerem que os AGPI n-3 antagonizem os efeitos do LXR (Bordoni e cols.,
2006), sendo este o mecanismo sugerido para a redugdo na expressdao do SREBP
(Nakatani e cols., 2005), outros autores afirmam que em concentragdes fisiolégicas os AGPI
sdo incapazes de interferir na expressao de genes alvos de LXR (Pawar e cols., 2003;
Jump, 2008). Desta forma, apesar da redugdo na expressdo do SREBP em resposta a
administracdo de concentragdes fisioldgicas de AGPI, alvos importantes do LXR, como a
CYPTA e ATP-binding cassette transporter G (ABCG), permanecem inalterados em modelo
in vivo (figado de rato) e in vitro (células de hepatoma FTO-2B) (Pawar e cols., 2003). As
contradi¢des existentes quanto a importancia do LXR para as a¢gdes dos AGPI poderiam ser
justificadas pelo modelo experimental e pela concentracao de AGPI utilizadas.

Os AGPI também tém demonstrado a capacidade de se ligar ao FXR (Zhao e cols.,
2004) e ao receptor X de acido retindico (RXR) (Lengqvist e cols., 2004). O FXR é um
receptor nuclear para acidos biliares responsavel pela modulacdo de genes envolvidos na
homeostase de acido biliares e colesterol. Os AGPI, diferentemente dos AG saturados,
demonstraram a capacidade de se ligar e modular a agdo deste receptor. No entanto, a
modulagdo dos AGPI sobre FXR envolve efeitos estimulatérios e inibitérios, dependendo do
gene alvo avaliado (Zhao e cols., 2004). Ja a acao dos AGPI sobre RXR é mais clara. Os
AGPI, especialmente o DHA, se ligam ao RXR ativando-o, mesmo em baixas concentragbes
(Lengqvist e cols., 2004). No entanto, a contribui¢cdo da interagdo com estes receptores para
os efeitos no metabolismo lipidico ainda nao sao claros.

Portanto, o efeito hipotrigliceridémico dos AGPI n-3 é dado pela supressdao da
lipogénese hepatica através da inibicdo do SREBP-1c, estimulo da oxidacdo de AG pelo
figado e musculo esquelético através da ativacdo de PPAR e por redugcdo da glicolise
através de inibicdo do HNF-4a e do ChREBP. Desta forma, com a redugéo da sintese de
triglicerideos e aumento da oxidagdo de AG no hepatocito, ocorre redugdo da
disponibilidade de substrato para a sintese e secrecao de VLDL (Figura 8).

Associado a reducao do principal substrato lipidico para a sintese de VLDL, os AGPI n-

3 reduzem o principal substrato protéico, a apolipoproteina B (apo B). A adigdo de EPA ou
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DHA a cultura de hepatécitos levou a reducédo da secrecao de triglicerideos e da apo B
(Lang & Davis, 1990). Estes AG nao parecem inibir a sintese de apo B, mas sim estimular
sua degradacao, contribuindo para a reducdo na sintese e consequente reducido na
secrecéo de VLDL pelo figado.

Além da reducao da concentracdo de VLDL favorecer o aumento no clearance poés-
prandial de quilomicrons, os AGPI possuem efeito direto sobre este clearance por acéo

estimulatéria sobre a lipase lipoprotéica (Harris e cols., 1997).
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Figura 8 - Representacdo esqueméatica dos mecanismos de acdo hepatica dos AGPI n-3
presentes no 6leo de peixe envolvidos nos seus efeitos hipolipemiantes. Em vermelho,
destacam-se as principais agdes dos AGPI n-3. Legenda: ChREBP - Carbohydrate regulatory element
binding protein; HNF-4a - Hepatocyte nuclear factor-4 alpha; PPARo - Peroxisome proliferator-
activated receptor o, SREBP — Sterol regulatory element binding protein; APO B — apoproteina B;
ABCA1 - ATP-binding cassette transporter Al; HMG CoA redutase - 3-hidroxi-3-metil glutaril
Coenzima A redutase; FPP - Farnesyl difosfato sintase; SQS — Squalene sintase; AG — acido graxo;
TG - triglicerideos; LDL - Low density lipoprotein; VLDL — Very low density lipoprotein

4 Contribuigdo hepatica
para o colesterol sérico

Este aumento no clearance de quilomicrons favorece a reducao do colesterol sérico, ja

que resultara na reducao da LDL. Além deste mecanismo, outros estdo envolvidos no efeito
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hipocolesterolémico do 6leo de peixe, como a reducédo na atividade de enzimas limitantes
para sua sintese (Al-Shurbaji e cols.,1991), o aumento da sua captagao hepatica (Spady,
1993) e aumento na secregao de colesterol biliar (Balasubramaniam e cols., 1985; Morgado
e cols., 2005).

Animais alimentados com dieta contendo 6leo de peixe durante 2 semanas
apresentaram redugao de 50% na concentragao sérica de colesterol associado a reducao na
expressao (RNAm e proteina) das enzimas HMG-CoA redutase e farnesil difosfato sintase,
enzimas limitantes para sua sintese (Le Jossic-Corcos e cols., 2005). No entanto, menor
reducdo no colesterol sérico foi relatada em modelo similar, acompanhada de atividade
inalterada destas enzimas (Al-Shurbaji e cols., 1991). Estes dados sugerem que a
modulagcdo enzimatica contribui para a reducédo no colesterol plasmatico, entretanto, outros
mecanismos estdo envolvidos neste efeito hipocolesterolémico.

Os mecanismos envolvidos na redugdo do colesterol sérico em resposta a
administracdo de AGPI n-3 parecem envolver ainda redugao na taxa de formacédo de LDL
(30%) e ativagdo do receptor hepatico de LDL (aproximadamente 65%), aumentando seu
clearance (Spady, 1993). Entretanto, o efeito hipocolesterolémico do AGPI n-3 permanece
em camundongos knock-out para o receptor de LDL, demonstrando que este efeito nao
depende exclusivamente da modulagdo deste receptor (Vasandani e cols., 2002). Estes
animais apresentaram clearance aumentado de LDL associado a sua reducéo plasmatica,
por mecanismos que parecem envolver a apo E, responsavel pela remogao de VLDL
remanescente da circulagéo, e a redugdo da VLDL, precursor da LDL (Vasandani e cols.,
2002).

Além desses mecanismos, o Oleo de peixe tem demonstrado a capacidade de
aumentar a taxa de secrecao basal de colesterol na bile, sem alterar a taxa de secre¢ao de
acidos biliares, quando administrado na dieta de ratos, sendo este um mecanismo adicional
que contribui para a reducgéo do colesterol plasmatico (Balasubramaniam e cols., 1985).

A dependéncia do PPAR na modulagido do metabolismo do colesterol por AGPI n-3

também ja foi demonstrada. A administracdo oral de EPA durante 12 semanas gerou
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reducdo no colesterol sérico e hepatico de camundongos selvagens, mas nao em
camundongos com delegao do receptor PPARa. Este evento foi associado a redugao do
RNAmM de enzimas envolvidas na sintese de colesterol como a HMG-CoA sintase, HMG-
CoA redutase, Farnesyl difosfato sintase e Squalene sintase. A expressdo do RNAm da
ATP-binding cassette transporter A1 (ABCA1), enzima que medeia o efluxo hepatico de
colesterol, também foi suprimida pela administracdo de EPA, somente no animal normal
(Sugiyama e cols., 2008). A partir destes dados, os autores sugerem que os efeitos
hipocolesterolémicos dos AGPI n-3 sdo dependentes de PPARa e envolvem a inibicdo de
enzimas chaves na sintese de colesterol e a reducao do efluxo hepatico de colesterol, sem
alterar a sintese e secre¢ao de acidos biliares.

Desta forma, a redugédo no colesterol sérico parece ser determinada por um conjunto
de mecanismos ativados pelos AGPI n-3, que envolvem principalmente inibicdo de sua
sintese (Figura 8).

Outra acao importante do 6leo de peixe além do seu efeito hipolipemiante é a reducao
da adiposidade em animais. As acdes do 6leo de peixe sobre o tecido adiposo, reduzindo a
deposicao de lipideos nao resultam de alteracdo da ingestao alimentar. Estas sdo reflexos
de mudangas metabdlicas em diversos tecidos, especialmente figado € musculo como
descrito anteriormente. No entanto, outros efeitos dos AGPI n-3 tém sido descritos no tecido
adiposo branco, na tentativa de elucidar seus mecanismos de reducédo da adiposidade em
animais experimentais. Além do aumento da p-oxidagdo e da biogénese mitocondrial no
tecido adiposo branco observado em animais tratados com dieta contendo 6leo de peixe
(Flachs e cols., 2005), o DHA em cultura de adipécitos da linhagem 3T3-L1 tem
demonstrado a capacidade de reduzir o acumulo de lipideos, inibir a diferenciagao e induzir
a apoptose destas ceélulas (Kim e cols., 2006). Estes efeitos ainda ndo sdo evidentes em
modelos in vivo, mas poderiam contribuir para justificar a redugdo da massa de tecido

adiposo.
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Os efeitos dos AGPI n-3 tém sido demonstrados em diversos modelos, no entanto, a
maior parte destes efeitos descritos sao obtidos a partir de dieta hiperlipidica ou
suplementacado da dieta padrao com 6leo de peixe ou seus compostos ativos, alterando o
percentual lipidico da dieta. Pouco é descrito sobre os efeitos do 6leo de peixe compondo

uma dieta normolipidica e normocaldrica.

1.3 Relagédo entre AGPI e hormodnios tireoideanos

Desde que se tornou evidente que as acbes dos AG nao poderiam ser mediadas
apenas pela alteracdo da composicido de fosfolipideos de membrana e producido de
eicosandides, investigacbes quanto aos seus efeitos sobre a transcricdo génica sugeriram
acdes nucleares. Os receptores nucleares ja vém sendo descritos por diversos autores
como mediadores das agbes dos AGPI (Pan e cols., 2000; Zhao e cols., 2004; Sampath &
Ntambi, 2005; Nakatani e cols., 2005; Bordoni € cols., 2006; Davidson, 2006). Apds o PPAR
ser descrito como o primeiro receptor nuclear modulado por AG, varios receptores nucleares
tornaram-se candidatos de tal regulagéo, sendo constatado que as interagdes dos AG nao
se restringiriam apenas aos PPAR. Suas a¢des eram mediadas também por LXR (Nakatani
e cols., 2005), RXR (Lengqvist e cols., 2004) e FXR (Zhao e cols., 2004).

Todos estes receptores em conjunto com os TRs pertencem a familia de receptores
nucleares, caracterizada pela capacidade de interagir diretamente com o DNA na regido
promotora do gene, recrutando co-fatores que alteram a transcricdo génica (Bassett e cols.,
2003).

Os TRs medeiam a maior parte das agcbdes dos horménios tireoideanos, através do
estimulo (regulacao positiva) ou repressao (regulacdo negativa) da transcricdo de genes
alvos. Dentre os quais, encontram-se genes envolvidos metabolismo lipidico, como carnitina
palmitoil transferase, alvo comum as acdes dos AGPI n-3 (Mdller & Seitz, 1984).

O envolvimento dos AG com receptores nucleares, associado aos efeitos comuns de

AGPI n-3 e horménios tireoideanos sobre alguns genes do metabolismo lipidico sugerem
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uma relacdo entre estes. Enquanto é descrito que o estado tireoideano modula a
disponibilidade de AG livres e parece modular a composicao de AG de membranas
plasmaticas (Saha e cols., 1998; Pehowich, 1999), ndo existe consenso quanto a influéncia
dos AG sobre a acido dos horménios tireoideanos.

Estudos in vitro com acido oléico (18:1 n-9) demonstraram reducdo da constante de
associagao (Ka) do TR, caracterizando uma inibicdo competitiva da ligagcdo do T; ao seu
receptor (TR) presente em nucleo hepatico de rato (van der Klis e cols., 1989). Entretanto, a
administracdo de 6leo de peixe a ratos durante 3 semanas, apesar de também reduzir a
constante de associacado (Ka) do T; ao TR hepatico, aumentou a capacidade maxima de
ligagdo, sugerindo aumento do numero de receptores. No entanto, este aumento da
capacidade de ligacdo nao se traduziu em efeito. A agao estimulatéria de T; sobre a enzima
malica foi reduzida pela administragdo de 6leo de peixe, sugerindo desacoplamento entre a
ligacdo de T3 ao seu receptor e sua agao sobre a enzima malica (Knopp e cols., 1992).

Perfil semelhante de interferéncia sobre a agao de T; ja foi demonstrado na regulagao
do gene S14 por agonista de PPARa. Em estudos in vitro, observou-se que o PPAR inibiu a
transcricdo de S14, possivelmente por inibir a agdo estimulatéria de T3 sobre este gene,
através da reducgdo de heterodimeros TR/RXR formados e da inibigdo da ligagdo deste ao
TRE (Ren e cols., 1996).

Mazzachi e colaboradores. (1992), ao realizar experimentos utilizando fragdo nuclear
purificada, o nucleo inteiro ou a célula inteira, observaram que a eficiéncia do acido
linolénico (AGPI n-3) em inibir a ligacdo do T3 ao TR foi extremamente baixa em hepatdcitos
isolados quando comparado aos outros modelos. As altas concentracdes de AG requeridas
para tal efeito no tecido integro sugerem a impossibilidade de ocorréncia deste evento em
condigdes fisiologicas.

Entretanto, em condigbes néo fisioldgicas, o efeito inibitério dos AG sobre a ligagdo de
T; ao TR ja foi observado in vivo. Yamamoto e colaboradores (2001) utilizando
camundongos que receberam noradrenalina subcutanea 45 minutos apds a administragcao

intraperitoneal de 1'® T, observaram alteracdo na capacidade de ligagdo do T; ao TR na
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fragcdo nuclear hepatica. Eles demonstraram que o aumento dos AG livres plasmaticos,
gerados pela administracdo de noradrenalina, reduziram em aproximadamente 80% a
ligacdo do T; tragador ao TR no figado (Yamamoto e cols., 2001). Este trabalho sugere que
0s mecanismos de competicao observados in vitro parecem ocorrer in vivo.

Mesmo em modelos in vivo utilizando-se a mesma natureza de AGPI, os efeitos destes
sobre os TRs nao séo claros. Os escassos trabalhos da literatura demonstram redugao ou
nao alteragdo do RNAm das isoformas hepaticas TRa1 e TRB1, respectivamente, utilizando
diferentes modelos experimentais. (Jump e cols., 1994; Brtko e cols. 1997).

Além do envolvimento com os TRs, os AG em geral também tém demonstrado a
capacidade de modular a concentracdo plasmatica de hormoénio tireoideano livre. Foi
demonstrado em modelos in vitro e in vivo que os AG inibem a ligacdo do horménio a
proteinas plasmaticas, aumentando o percentual de T4 e T; livres, sendo o acido palmitico
(16:0) e o acido linoleico (18:2 n-6) mais potentes em exercer este efeito do que o acido
oléico (18:1 n-9) (Hollander e cols., 1967). Este mecanismo seria capaz de modular a agéo
dos horménios tireoideanos, ja que a sua forma livre é a sua forma ativa. Entretanto, nao se
tem dados acerca da influéncia dos AGPI n-3 componentes do 6leo de peixe sobre a fragao
livre de hormonio tireoideano

A influéncia do lipideo dietético sobre o efeito dos hormdnios tireocideanos também vem
sendo sugerida por alguns autores. Deshpande e colaboradores (1995) observaram
intensificacdo da perda de peso em camundongos hipertireoideos (2, 4 ou 8ug de T3/100g
de peso) tratados com dieta rica em AGPI n-6 durante 21 dias, quando comparados com
animais alimentados com dieta rica em AG saturado. No entanto, o efeito estimulatério de T;
sobre a atividade da enzima malica foi atenuado pela dieta rica em AGPI n-6. Desta forma,
torna-se evidente que a susceptibilidade da agao de T; a dieta rica em AGPI n-6 é variavel
de acordo com o parametro analisado. Enquanto o lipideo dietético parece prejudicar a via
lipogénica estimulada por horménio tireoideano, este parece favorecer as vias estimuladas
por T3 que levam a perda de peso, possivelmente oxidativas. Outras enzimas lipogénicas

como a acido graxo sintase e a glicose-6-fosfato desidrogenase também tiveram a agao
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estimulatéria induzida por T3, atenuada por dieta rica em AGPI n-6. No entanto, a
administracdo de concentragdes elevadas de T; (15ug/100g de peso) reverteram o efeito
inibitério da dieta, sugerindo mecanismos de competicdo entre fatores nucleares
determinantes para a transcri¢ao génica (Clarke e Hembree, 1990).

A preponderancia do efeito sobre lipogénese parece mesmo depender da quantidade
de horménio tireoideano administrado e do percentual de AGPI ofertado na dieta. Pan e
Berdanier (1990) relataram a capacidade do T, (10ug/100g de peso) em reverter o efeito
hipolipogénico induzido por dieta rica em 6leo de peixe, reforcando a hipotese de ocorrer
competicao entre o hormdnio tireoideano e o AG dietético por fatores transcricionais.

Apesar da aparente existéncia de competicdo entre AG e hormoénio tireoideano, a
integridade da acéo e concentracdo de ambos é requerida para suas agdes, sugerindo nao
haver apenas competicdo entre os dois, mas também um grau de dependéncia para a
execugao adequada de suas agdes.

Prigge e colaboradores (1995) relataram a necessidade de concentragdes adequadas
de hormonio tireoideano para que o 6leo de peixe promova seu efeito sobre secregao de
colesterol biliar. Ratos hipotireoideos foram tratados durante 3 semanas com dieta
hiperlipidica contendo éleo de peixe (AGPI n-3) ou 6leo de milho (AGPI n-6) como fonte
lipidica. Dois dias antes do sacrificio, os animais receberam uma uUnica e alta dose de T;
(200ug/100g de peso). Nos animais hipotireoideos nao foi verificada diferenca na secregao
biliar de colesterol entre as dietas, no entanto, apés a administracdo de T3 ocorreu aumento
significativamente maior nesta secrecdo dos animais tratados com 6leo de peixe, quando
comparado aos outros grupos. Estes dados sugerem a dependéncia da fungdo tireoideana
adequada para que o 6leo de peixe exerga seus efeitos.

A importancia dos AG na agdo dos hormoénios tireoideanos torna-se evidente em
trabalho recente que sugere um novo mecanismo de agéo dos hormdnios tireoideanos. Os
autores observaram que a regulagao positiva do RNAm da proteina desacopladora do tipo 3

(UCP3), gerada por T3 em ratos, € abolida quando o efeito lipolitico de T; é bloqueado. O
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aumento do RNAm volta a ser observado quando é co-administrado ao agente antilipolitico
(acido nicotinico), um agonista de PPARS (L165,041) (de Lange e cols., 2007). Estes dados
sugerem que o aumento dos AG livres decorrentes do efeito lipolitico de T; € necessario
para aumentar a expressdo do RNAm da UCP3 e que esta agao depende da ativagao de
PPAR, sugerindo interacao entre estes dois receptores nucleares. Os autores propdem que
TRB1 e PPARYy, na presenca de RXR, interagem de forma aditiva (formagédo de trimeros)
com o TRE na regido promotora da UCP3 de rato, e esta capacidade de interacdo seria
determinada pela localizagao do elemento responsivo ao fator de transcricdo MyoD.

Efeitos dos AGPI sobre tecidos determinantes das concentragdes séricas de
horménios tireoideanos também tém sido descritos. Makino e colaboradores (2001)
acreditam que a concentragcdo aumentada de AG livres plasmaticos esta associada a
atenuacao de sintomas em pacientes hipotireoideos. Em ratos, os autores observaram que a
inducdo do hipotireoidismo com a droga metimazol, concomitante a administragédo oral de
EPA durante 4 semanas, promoveu maior concentracao sérica de T3 e T4, menor hipertrofia
da glandula e maior homogeneidade no tamanho dos foliculos tirecideanos quando
comparados a animais hipotireoideos tratados com salina. Estes dados sugerem que o EPA
atenue a intensidade do hipotireoidismo, provavelmente por agdo na tiredide.

Além disto, Clandinin e colaboradores (1998) acreditam que a alteragdo na
composicao de AG da hipofise promovida por dieta suplementada com DHA poderia alterar
sua funcao secretéria. Estes observaram que tal dieta administrada durante seis semanas, a
partir do nascimento, resultou em aumento da concentracdo sérica de TSH em ratos
machos, sem alteracbes em fémeas.

A interagdo entre AG e hormdnios tireoideanos parecem envolver mecanismos de
competicao por fatores nucleares, como demonstrado por estudos in vitro e in vivo, o que
sugeriria a inibicao da acdo dos hormdnios tireoideanos. No entanto, este efeito inibitério s6
€ observado para alguns genes alvos de T;, especialmente os lipogénicos. Outros alvos de
hormonio tireoideanos, como os envolvidos na oxidagao, sdo hiper-estimulados em resposta

a co-administracdo de AGPI. A seletividade na modulacido da acdo dos hormdnios
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tireoideanos por AG nao é clara. Contudo é evidente a interdependéncia entre ambos para a
execugao de seus efeitos, visto que em situacbes onde a concentracdo de um destes é
reduzida, a agao do outro é prejudicada.

Apesar dos diversos trabalhos abordando este tema, ainda nao foram descritas
diferengcas na modulagido dos horménios tirecideanos por diferentes classes de AGPI.
Diferencas neste mecanismo de regulacdo geradas por AGPI n-3 e AGPI n-6, poderiam
justificar as alteragdes metabdlicas observadas entre modelos utilizando estes lipideos. A
comprovacgao destes dados determinaria a modulagao da acéo destes hormdnios como mais
um mecanismo de acdo do dleo de peixe para promover seus efeitos sobre metabolismo

lipidico.

1.4 Interacdo entre receptores nucleares: TR e PPAR

A capacidade de dimerizacao dos receptores nucleares e os mecanismos similares de
acao permitem sua interagdo com outros receptores nucleares. Os TRs formam
homodimeros e heterodimeros para interagir com a regido promotora do gene. Atualmente,
ja é descrito que além de interagir com o RXR, receptor classico de heterodimerizagéo, os
TRs parecem interagir com outros receptores nucleares, como o PPAR. A intervencéo nesta
interacao é capaz de gerar prejuizos tantos nos efeitos gerados por horménios tireoideanos
(de Lange e cols., 2007), quanto nos efeitos gerados por agonistas de PPAR (Liu e cols.,
2007).

Os receptores nucleares PPAR e TR, além de compartilharem da mesma familia de
receptores, algumas homologias estruturais e a capacidade de heterodimerizagdo com RXR,
possuem importantes agdes no controle do metabolismo lipidico (Juge-Aubry e cols., 1995).
Esta série de caracteristicas comuns sugere envolvimento na sinalizacdo e agcdo dos dois
receptores. Tal envolvimento ja vem sendo descrito por diversos autores demonstrando uma
regulacdo reciproca desses receptores sobre suas acbes, e a necessidade da

funcionalidade de ambos para adequada sinalizagao (Chu e cols., 1995; Araki e cols., 2005;
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Liu e cols., 2007; Buroker e cols., 2007). Os mecanismos por tras desta regulacdo parecem
envolver competicdo pela ligacdo ao RXR (Juge-Aubry e cols., 1995), interferéncia na
ligacdo ao elemento responsivo na regido promotora do gene (Ren e cols., 1996; Miyamoto
e cols., 1997) ou formacdo de heterodimeros entre os dois receptores (Bogazzi e cols.,
1994).

Bogazzi e colaboradores (1994) descreveram que a potencialidade do heterodimero
formado por esses dois receptores parece ser determinada pela isoforma do TR e pela
sequéncia do TRE. Utilizando constru¢gdes contendo a regido promotora da proteina
proteolipidica da mielina humana (PLP), os autores observaram aumento da transcrigdo
(intensificacdo do estimulo esperado por horménio tireoideano) apenas nas células co-
transfectadas com TRp e PPAR. No entanto, em constru¢cdées contendo a regido promotora
da enzima malica ou do TSHp, foi observada inibicdo do efeito esperado por hormdnio
tireoideano. Estes dados sugerem que a interagdo do PPAR pode influenciar positivamente
ou negativamente a acdo do hormdnio tireoideano dependendo ndo apenas da isoforma do
receptor, mas também do TRE.

Ainda n&o ha consenso quanto a dependéncia ou nao dependéncia de ligante para os
efeitos de interagdo. Chu e colaboradores (1995) demonstram que o TR inibe a atividade
transcricional do PPAR mediada por ciprofibrato, somente na presenca de T;. Entretanto,
Araki e colaboradores (2005) relatam que o efeito inibitério do TRP sobre a atividade
transcricional do PPARYy, induzida por troglitazona, € abolida com a adicdo de Ts;. No
entanto, ao utilizar um TRp incapaz de se ligar a T; (PV), observam que a adicdo de T; ndo
surte efeito. Os autores sugerem que a agao inibitéria do TR sobre PPARYy seja decorrente
do receptor nédo-ligado.

A interacdo entre os dois receptores nucleares também ja é descrita em modelos in
vivo. A associacao de dieta rica em ciprofibrato (agonista de PPAR) com a administracao de
T; por 4 dias atenuou o efeito estimulatério do ciprofibrato sobre a expressdao do RNAm da

acetil-CoA oxidase em camundongos (Chu e cols., 1995).
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As interagdes in vivo entre TRa e PPARa sédo capazes de influenciar o metabolismo
lipidico hepatico. Liu e colaboradores (2007), utilizando camundongos com mutag¢do no TRa
capaz de reduzir em 50% a ligagdo ao horménio tireoideano, demonstraram prejuizo na
atividade de enzimas oxidativas estimuladas por PPARa. Desta forma, os animais exibiram
acumulo anormal de lipideos no tecido hepatico, caracteristico de animais com delecao do
PPARa. Os autores demonstraram que o TRa, tanto o normal como o mutante, interferem
na ligacado do PPARa ao PPRE, e que este mecanismo ndo € dependente da disponibilidade
de RXR. Ao contrario do TRo. mutante, a interferéncia do TRoa normal sobre a agao do
PPARa € abolida na presencga de ligante. Estes dados apontam a interagéo entre estes dois
receptores nucleares para a manutencao de seus efeitos no metabolismo lipidico hepatico,
especialmente os referentes a oxidacao de AG.

Os efeitos in vivo de agonistas de PPAR parecem néo se restringir apenas a atividade
transcricional dos horménios tireoideanos, mas também as suas concentracdes séricas e
fatores determinantes para sua acdo. Em ratos, a administragcao de rosiglitazona (agonista
de PPARYy) durante 7 dias reduz as concentragbes séricas de T; e T4, o0 RNAm das
desiodases hepatica e do tecido adiposo marrom, e o RNAm do TRa e do TR no tecido
adiposo marrom (Festuccia e cols., 2008). No entanto, em modelo de diabetes induzida por
dexametasona, a administragao de rosiglitazona durante 21 dias aumentou a concentracao
sérica de T3 e T4, normalizando-a (Jatwa e cols., 2007).

Considerando-se o envolvimento dos AG sobre a agdo dos horménios tireoideanos e a
capacidade de interagao entre seus receptores nucleares, é possivel sugerir a agdo conjunta

destes dois ligantes na modulagédo do metabolismo lipidico, um alvo comum de suas agoes.
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1.5 Justificativa

As acbes hepaticas hipolipemiantes dos AGPI n-3 envolvem o controle de diversos
mecanismos que levam a inibicdo da lipogénese e a ativagdo da oxidacao de lipideos. Estas
acoes sdo decorrentes do controle da atividade transcricional através da modulacdo de
receptores nucleares e fatores de transcricdo hepaticos. Enquanto diversos mecanismos
sdo descritos para a inibicdo da lipogénese, apenas a estimulagcdo do PPARa constitui o
mecanismo proposto para a estimulagdo das vias oxidativas. A possibilidade de existéncia
de outras algas regulatérias dos AGPI n-3 sobre oxidagdo, evidenciam os hormdnios
tireoideanos como um potencial candidato, devido sua ampla agcdo sobre o metabolismo
lipidico. Algumas das agdes hipolipemiantes deste horménio mediadas por seus receptores
nucleares sao comuns as ag¢des dos AGPI n-3, principalmente no que concerne a oxidacao
lipidica. Adicionalmente, os PPAR, receptores nucleares estimulados por estes AG para
promover os efeitos oxidativos, tém demonstrado estreita relagdo de interdependéncia com
os receptores de hormoénios tireoideanos, o que nos leva supor um possivel envolvimento
destes receptores com as agdes dos AGPI n-3. Além disto, mesmo que por mecanismos
distintos, ambos AGPI e horménios tireoideanos reduzem o colesterol sérico. Desta forma,
um ponto de controle dos AGPI n-3 na promocao de seus efeitos hipolipemiantes poderia
ser a modulagdo da acdo dos horménios tireoideanos no tecido hepatico, quer seja por
alterar a sua disponibilidade na circulagdo ou alterar sua acado tecidual. Portanto, nos
propusemos investigar em modelo crénico de dieta normolipidica, rica em AGPI n-3, a
producdo dos horménios do eixo hipofisario-tireoideano e parametros de acao tecidual de

hormonio tireoideano, como as desiodases, seu receptor e alvos em tecido hepatico.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar a influéncia da ragao isocalérica e normolipidica contendo 6leo de peixe como

fonte lipidica (rico em AGPI n-3) sobre a fungéo tireoideana de ratos

2.2 Especificos
- Observar as alteragbes na massa corporal e massa de tecidos produzidas pela dieta

experimental

- Verificar as concentragdes séricas de TSH, T; e T, totais, de triglicerideos e colesterol

total e em fragoes

- Avaliar a influéncia da racdo contendo 6leo de peixe como fonte lipidica sobre a

expressao do receptor TRB1 no figado dos animais tratados

- Observar a atividade das enzimas 5’ -desiodases hepatica e hipofisaria

- Avaliar a atividade da enzima alfa-glicerofosfato desidrogenase mitocondrial hepatica
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Grupos experimentais

Os animais foram mantidos em ciclo controlado de claro-escuro (12h/12h) e
temperatura em torno de 24°C com livre acesso a agua e comida. O protocolo experimental
utilizado foi previamente aprovado pela Comissdao de avaliagcdo do uso de animais em
pesquisa (CAUAP). Para o experimento foram utilizados inicialmente 4 ratos Wistar fémeas
gravidas. No dia do nascimento, a prole foi selecionada, deixando apenas 6 filhotes com a
mae, preferencialmente machos. Neste mesmo momento a mae teve sua ragdo comercial
trocada por ragao elaborada no laboratério a base de 6leo de soja ou de dleo de peixe. As
ratas lactantes permaneceram com esta racdo durante todo o periodo de lactacdo. No
momento do desmame, as proles permaneceram com a rac¢ao elaborada para filhotes
contendo a mesma fonte lipidica que sua mae consumia: 6leo de soja (grupo OS) ou éleo de
peixe (grupo OP). Os animais foram mantidos com esta alimentagdo até o sacrificio na 112
semana de vida (Figura 9).

O peso corporal da prole foi acompanhado semanalmente desde o dia do nascimento,
assim como o consumo alimentar desde o desmame. A ingestao alimentar foi avaliada pela
diferenca na quantidade de racao ofertada e a restante na gaiola. Esta quantidade foi
corrigida pelo numero de animais da gaiola e numero de dias da oferta, e normalizada para
100g de peso do animal.

Os animais foram sacrificados por decapitagao, ao completarem 11 semanas de idade.
O sangue foi processado para obtengcdo do soro e armazenado a -20°C, para posterior
analise bioquimica e hormonal. Coracao, figado, tecido adiposo branco retroperitoneal e
inguinal e tecido adiposo marrom foram pesados. Figado e adeno-hipofise foram
armazenados em freezer -80°C para posteriores analises enzimaticas e da expressao do
receptor beta de hormdnio tireoideano. A carcaca eviscerada foi armazenada a -20°C para

analise da composig¢ao corporal.



61

Nascimento Desmame Sacrificio
0" lll L ﬂ, | ﬂ,
(&\. ‘ . Ragéo (Mae) | l l Rtlgao %Fllho%e) l
Idadew cl) 3 11
(Semanas)
O R e » 0S
B QP = m -t m e » OP

Figura 9 — Desenho experimental. Ratas receberam dieta normolipidica e normocaldrica a base de
Oleo de soja (OS) ou 6leo de peixe (OP) durante a lactagdo. Apds o desmame, a prole recebeu ragao
para filhotes contendo a mesma fonte lipidica daquela de suas maes. As setas verticais azuis indicam
as pesagens semanais € as setas verticais vermelhas indicam as pesagens semanais acompanhadas
da avaliacdo da ingestdo. A seta pontilhada horizontal indica a permanéncia da dieta contendo a
mesma fonte lipidica.

3.2 Elaboracéo das ragdes

Para elaboracao das ragdes foram utilizadas as recomendacdes do American Institute
of Nutrition para ratas gravidas e lactantes (AIN-93G) e para manutencao dos filhotes destas
(AIN-93M) (Reeves e cols., 1993), com pequenas modificagdes. O protocolo de elaboragéo
das ragbes foi previamente estabelecido no laboratério de Bioquimica Nutricional (UFRJ),
como descrito por Guimaraes (2006), e com a colaboragao da professora Maria das Gracas
Tavares do Carmo, utilizado neste trabalho. Foram elaborados dois tipos de ragao para cada
um desses grupos (Tabela 2). Esses dois tipos de racbées sdo normolipidicas e
normocaléricas (Rao, 1996), sendo diferenciadas apenas pela fonte lipidica utilizada para
sua elaboragao: 6leo de soja (OS) ou 6leo de peixe (OP). O dleo de soja (Liza®) utilizado
para a elaboragao das ragbes foi obtido comercialmente, enquanto o 6leo de peixe
ROPUFA-75 n-3 EE foi obtido da DSM Nutritional products Ltd (Aargau, Suiga), tendo em
sua composicao 42% de acido eicosapentandico (EPA) e 23% de acido docosahexandico

(DHA).

As dietas contendo 6leo de peixe como fonte lipidica foram complementadas com éleo

de milho para adequacéao as necessidades nutricionais do acido graxo linoleico, garantindo o
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aporte de todos os acidos graxos essenciais, e desta forma, que as observagdes obtidas

sejam decorrentes do maior aporte de um AG e nao da deficiéncia de um outro.

Tabela 2 — Composicéo das ra¢cdes elaboradas para as ratas lactantes (AIN-93G) e para 0s
filhotes (AIN-93M) do grupo 6leo de soja e do grupo 6leo de peixe

Mée Filhote
Ingredientes - - - -
Oleo de Soja Oleo de Peixe Oleo de Soja Oleo de Peixe
Amido (g) 599,5 599,5 680,7 680,7
Caseina (g) 210 210 150 150
Celulose (g) 50 50 50 50
Bitartarato Colina (g) 25 2,5 2,5 2,5
L-cystina (g) 3 3 1,8 1,8
Mistura de Minerais’ (g) 35 35 35 35
Mistura de Vitaminas? (g) 10 10 10 10
BHT (g) 0,014 0,014 0,014 0,014
Oleo de Soja (mL) 9 0 70
Oleo de Peixe (mL) - 80 60
Oleo de Milho (mL) - 00 10

! Mistura de Vitaminas (g/Kg dieta) incluem: Tiamina HCI 0,060; Riboflavina 0,60; Pirioxina HCI 0,70; Niacina
3,0; Pantotenato de calcio 1,60; Acido Foélico 0,20; Biotina 0,02; Vitamina B2 2,50; Vitamina A-palmitato
(500Ul/g) 0,80; Vitamina E-Acetato (500Ul/g) 2,5; Vitamina D3 (400 Ul/g) 0,25; Vitamina K1 0,75 (AIN-93M
vitamin mix DYETS #310025, Dyets Inc., Bethlehem, Pensilvania, Estados Unidos).

2 Mistura de Minerais (g/Kg dieta) incluem: Carbonato de calcio 357,0; Fosfato de potassio monobasico 250,0;
Citrato de potassio H.O 28,0; Cloreto de sédio 74,0; Sulfato de potassio 46,6; Oxido de magnésio 24,0; Sulfato
ferrosos7H,0 5,21; Carbonato de zinco 1,65; Carbonato de manganés 0,63; Carbonato cuprico 0,30; lodato de
potassio 0,01; Selenato de sddio 0,01025; Aménio paramolibdato 4H,0 0,007; Sédio metasilicado 9H,0 1,45;
Sulfato de cromo potasio 12H,0 0,27; Cloreto de litio 0,01; Acido bérico 0,08; Carbonato de niquel 0,03; Vanadio
amoénio 0,007 (AIN — 93M — mineral mix DYETS #210052, Dyets Inc., Bethlehem, Pensilvania, Estados Unidos).

As dietas ofertadas as maes e aos filhotes possuiam composi¢cdo semelhante as
recomendagbes do American Institute of Nutrition (Reeves e cols., 1993), como
representado na Tabela 3.

As dietas refletiram em sua composicdo a composicdo de acidos graxos da fonte

lipidica utilizada (Tabela 4) (Guimaraes, 2006).
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Tabela 3 — Composicdo em macronutrientes e Calorias das dietas experimentais e de
suas recomendac0des especificas.

Composicéo

Carboidrato (%)
Proteina (%)
Lipideo (%)
Calorias/ grama

Méae Filhote
AIN- 93G* Experimental AIN-93M* Experimental
64 60 76 69
19 21 14 16
17 19 10 15
3,8 4,07 3,6 3,98

* Recomendacgdes do AIN para roedores de acordo com sua fase de desenvolvimento (Reeves e cols., 1993)

Tabela 4 — Composicéo percentual média de acidos graxos das dietas
experimentais

Acidos graxos

Oleo de soja

Oleo de peixe

(%)

C14:0 1.34 1.44
C16:0 14.45 6.90
C18:0 3.7 3.07
C18: 1 n-9 trans ND ND

C18:1n-9cis 19.03 9.51

C18 : 1 e outros cis-isbmeros * ND 0,38
C20:1 0.52 1.70
C24 :1 ND 0.60
C18: 2 n-6 trans ND ND

C18 : 2 n-6 (Linoleico) 55.87 10.85
C18 : 3 n-3 (Linolénico) 3.59 1.13
C20:5n-3 (EPA) ND 35.04
C22 :6 n-3 (DHA) ND 17.24
Total AGS” 19.50 11.41
Total AGM cis” 19.55 12.19
Total AGPI cis” 59.46 64.26
Total AG trans”® ND ND

AGPL:AGS 3.04 5.63

* Indica o somatdrio e inclui acidos graxos que ndo estdo descritos na
tabela. *Inclui todos os isdmeros cis de posi¢do 18:1 exceto o 18:1 (n-9).
Legenda: AGM — acido graxo monoinsaturado; AGPl — &cido graxo

poliinsaturado; AGS — acido graxo saturado; ND — n&o detectado.

Adaptado de Guimaraes, 2006.
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3.3 Avaliacdo da composicao corporal

A analise da composig¢ao corporal dos animais foi realizada pelo método de extragao
da porcgao lipidica, protéica e aquosa da carcaga (Toste e cols., 2006). Apds o sacrificio os
animais tiveram suas visceras retiradas, sendo armazenada apenas a carcaca, contendo o
tecido muscular e adiposo subcutdneo, com o tecido adiposo visceral, retroperitoneal e
epididimal. A carcacga foi autoclavada (120°C por 1 hora) e apés o resfriamento, processada
com volume de agua destilada em uma propor¢do de 1:1 para o peso da carcaga. As
amostras deste homogenato foram utilizadas para avaliagdo do conteudo lipidico (3g de
amostra em duplicata), protéico (1g de amostra em uniplicata) e aquoso (1g de amostra em
duplicata).

O conteudo lipidico das amostras foi obtido por saponificagdo destas por incubacao
com solu¢do de KOH a 30% (Vetec — Rio de Janeiro, Brasil), na temperatura de 70°C por
15min, seguido da adigéo de etanol a 95% (Vetec) e permanéncia na mesma temperatura
por mais 2 horas. Apds a acidificagdo do meio com solu¢gdo 9M de H,SO, (Vetec), os
lipideos foram extraidos por trés lavagens consecutivas de 10 minutos com éter de petroleo
(Vetec) (Stansbie e cols., 1976). A porcao lipidica associada ao éter de petrdleo foi lavada
com agua destilada e em seguida evaporada a temperatura ambiente até estabilizagcdo do
peso.

A fragao protéica foi extraida com solugdo 0,6N de KOH a 37°C durante 1hora. Apéds
agitacao de 15 minutos, as amostras foram centrifugadas a 800xg/10min. No sobrenadante
obtido, a concentragdo de proteina foi quantificada pelo método de dosagem de proteina
utilizando reagente de Bradford (Bradford, 1976).

Para avaliacdo do conteudo de agua, um grama do homogenato da carcacga foi
colocado em estufa a 90°C. As amostras foram mantidas a esta temperatura até que
alcancassem um peso estavel. A diferenga entre o peso inicial € o peso final correspondeu a

massa de agua presente na amostra.
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3.4 Dosagens hormonais

As concentracbes séricas do TSH, T; e T, totais, foram avaliadas por
Radioimunoensaio. A técnica consiste em um ensaio de competicdo pela ligagdo ao
anticorpo entre a amostra (fria) e a molécula marcada radioativamente (tragador), seguido de
contagem da radioatividade em contador gama do complexo formado.

A dosagem de T; e T, totais foi realizada pelo método de fase sélida, utilizando-se kits
comerciais (MP Biomedicals™ — Califérnia, Estados Unidos), segundo as recomendagbes do
fabricante. A dosagem de leptina foi realizada pelo método de duplo anticorpo, utilizando kit
da Linco Research Inc. (Missouri, Estados Unidos).

Para dosagem do TSH foi utilizado o método de duplo anticorpo por ensaio baseado
em protocolo padronizado previamente em nosso laboratério (Ortiga-Carvalho e cols., 1996).
Foram utilizados reagentes fornecidos pelo National Hormone Pituitary Program (NHPP -
Bethesda, Estados Unidos): TSH de rato para a curva padrdao e para produgdo do TSH

marcado, e anticorpo produzido em coelho contra TSH de rato (primeiro anticorpo).

A marcacdo do TSH com "®*lodo ('?l) foi realizada pela técnica de cloramina T (Sigma
— Missouri, Estados Unidos) (Chard, 1987). A purificacdo do TSH marcado foi feita por
cromatografia em gel de poliacrilamida (Biogel - P60 fino da Bio Rad — Califérnia, Estados

Unidos).

O ensaio de dosagem do TSH foi realizado por incubag¢ao de 100ul do soro do animal
e do TSH marcado com o anticorpo anti TSH de rato (diluicdo 1:1.500.000), com posterior
incubacdao com anti imunoglobulina G (IgG) de coelho (diluicdo 1:100). Apds 24 horas de
incubacgao, os complexos formados foram precipitados por centrifugagdo a 1700xg/30min. O
sobrenadante foi descartado e a radioatividade do precipitado foi quantificada em contagens

por minuto (cpm) em contador gama.
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3.5 Dosagem de triglicerideos, colesterol total e em fragcdes e proteinas séricas
Outros parametros séricos como lipideos e proteinas foram dosados no Laboratério de
Lipideos da Universidade Estadual do Rio de Janeiro. Estas dosagens foram realizadas
utilizando-se kits comerciais da BioSystems (Parana, Brasil). Para dosagem do colesterol
total foi utilizado o método Colesterol Oxidase/Peroxidase e para a do triglicerideo foi
utilizado o método glicerol fosfato oxidase/Peroxidase. A concentragéo sérica da lipoproteina
de baixa densidade (LDL) foi obtida por calculo matematico utilizando a equacédo de

Friedewald (Friedewald e cols., 1972), abaixo descrita:

Colesterol LDL (mg/dL) = Colesterol Total — Triglicerideos — Colesterol HDL
5

A concentracdo sérica da lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL) foi obtida por
calculo matematico utilizando a equacao de Friedewald (Friedewald e cols., 1972), abaixo

descrita:

Colesterol VLDL (mg/dL) = Triglicerideos
5

Realizamos ainda dosagem de proteina total utilizando o método Biureto.

3.6 Avaliacdo da expressédo do TRB1 hepético por Western blotting

Para analise da expressado protéica por Western blotting, foi realizada extragdo de
proteina de 50mg de tecido hepatico através de sua homogeneizagdo em tampao de lise pH
6,4 (Hepes 50mM, MgCl, 1TmM, EDTA 10nM, Triton X 1%) contendo coquetel de inibidores
de proteases Complete (Roche Applied Science — Mannheim, Alemanha). A concentragao
protéica de cada amostra foi medida utilizando-se o protocolo de dosagem de proteina com
reagente de Bradford (Bradford, 1976).

Aliquotas dos extratos hepaticos contendo 40ug de proteina foram pipetadas em gel

de poliacrilamida a 10% e submetidas a eletroforese por 45 minutos a 40mA. Apods o fim da
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corrida eletroforética, as amostras foram transferidas para membrana PVDF (Polyvinylidene
Difluoride) (Bio Rad — Califérnia, Estados Unidos), em sistema umido (Bio Rad) a 300mA

durante 2 horas.

As membranas, contendo as amostras protéicas, foram incubadas com tampao Tris-
salina pH7,6 (TBS) com Tween a 0,05% (TBS-T) contendo leite desnatado (Molico® Nestlé
— S&o Paulo, Brasil) a 5%, durante 1 hora a temperatura ambiente, para que ocorresse 0

bloqueio dos sitios inespecificos da membrana.

Apds o bloqueio, a membrana permaneceu incubando overnight a temperatura
ambiente, na presenca dos anticorpos policlonais para TRp1 (Upstate Biotechnology Inc. —
Nova lorque, Estados Unidos) diluido a 1:1.000 e para ciclofilina (Affinity Bioreagents™ —
Colorado, Estados Unidos) diluido a 1:20.000 na solugdo TBS, contendo leite desnatado
(Molico® Nestlé) a 2%. A ciclofilina foi utilizada como controle interno. Em seguida, a
membrana foi submetida a 3 lavagens de 5 minutos com TBS-T e novamente incubada a
25°C durante 3 horas, na presenca do anticorpo secundario contra IgG de coelho conjugado
a peroxidase (ECL Rabbit IgG, HRP-Linked Whole Antibody — GE Healthcare UK Limited
Amersham Place — Buckinghamshire, Inglaterra) com uma diluicdo de 1:15.000 em TBS,
contendo leite desnatado (Molico) a 1%.

A membrana foi submetida a 3 lavagens de 5 minutos com TBS-T e revelada utilizando
o kit Lumigen™ PS-3 detection reagent (GE Healthcare UK Limited Amersham Place),
segundo protocolo do fabricante. Os hibridos s&o visualizados através de autoradiografia e a

analise densitométrica realizada utilizando-se o software Kodak 1D v3.5.4.
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3.7 Determinacdo da atividade da enzima glicerofosfato desidrogenase mitocondrial

hepatica

A atividade da enzima foi quantificada na fracdo mitocondrial em reacéo realizada pela
incubacdo da amostra com o substrato DL-glicerofosfato hexahidratado (Sigma Aldrich), e
quantificada pela sua capacidade redutora, através da utilizacao dos aceptores de elétrons
iodonitrotetrazolim (INT) (Sigma Aldrich), e fenazina metosulfato (PMS) (Sigma Aldrich)
(Dutra e cols., 2007). O PMS atua como transportador de elétrons entre o substrato e o INT,
e ao ser oxidado produz coloragdo amarela, detectavel por espectrofotometria.

Para obtencido da fragdo mitocondrial, a amostra de figado foi homogeneizada em
tampao 0,32M de sucrose e 1mM de MgCl, (20 vezes o volume) e centrifugada a
1.000xg/10min. O sobrenadante foi centrifugado a 8500xg/10min e em seguida o precipitado
obtido foi ressuspenso em tampao fosfato de potassio (BPK) a 125mM (pH 7.,5), e
novamente centrifugado a 8500xg/10min. O precipitado obtido, consistindo da fracéo
mitocondrial, foi ressuspenso em tampao BPK a 125mM (pH 7,5).

Uma amostra da fracdo mitocondrial foi incubada com solugdo 0,1M de DL-
glicerofosfato hexahidratado (em tampao BPK contendo KCN a 0,003%) como substrato, a
30°C por 10 min e em seguida colocada em banho gelado. Em ambiente com luz vermelha,
adiciona-se solugdo PMS-INT (0,12mM de PMS e 7,9mM de INT) e a reagao ocorre por 15
minutos a temperatura ambiente. A reagdo foi parada utilizando-se solugcdo de acido
tricloroacético (TCA) a 10% e etanol absoluto (Vetec). A medida da absorbancia do
sobrenadante obtido apés a centrifugacao a 1000xg/5min foi realizada em espectrofotometro
utilizando o comprimento de onda de 500nm. A atividade enzimatica foi corrigida pela massa
de proteina (mg) de cada amostra. Os valores de atividade foram expressos como

absorbancia (0.D.)/mg de proteina mitocondrial.
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3.8 Medida de atividade das enzimas 5'-desiodases do tipo | e ll

A atividade das enzimas 5'-desiodases do tipo | e Il foi dosada através de ensaio in
vitro quantificando a radioatividade proveniente da liberacdo de "%l da reagdo de conversao
do rT; marcado com '®| na presenca do agente redutor Dithiothreitol (DTT), conforme
descrito em trabalhos anteriores do nosso grupo (Pazos-Moura e cols., 1991; Lisboa e

cols., 2003).

As amostras do tecido hepatico e adenohipofisario foram homogeneizadas em tampao
tris-HCI pH6,8 (50mM de Tris, 10mM de DTT e 1mM de EDTA). O T; reverso marcado com
'2lodo ('®1 rTs) (1,07mCi/g; PerkinElmer Life Sciences — Massachusetts, Estados Unidos)
foi utilizado como tragador do ensaio. Este foi purificado imediatamente antes de seu uso
nos ensaios por eletroforese em papel (Whatman® , GE Healthcare UK Limited —
Buckinghamshire, Inglaterra) utilizando acetato de amoénio a 0,05M como tamp&o. Sua
extracdo do papel foi realizada por eluicdo com tampao 1M de KH,PO, e 10mM de EDTA

(pH6,9) e solugao 0,04N de NaOH com consecutiva lavagem com agua destilada.

Os ensaios enzimaticos foram realizados a 37°C na presenca de 50ul de '®| T,
purificado e em tampdo 100mM de KH,PO, contendo 1mM de EDTA (pH6,9) utilizando

condicdes apropriadas para cada enzima.

A atividade da D1 hepatica foi avaliada em 300-400ug de proteina do homogenato da
amostra na presenca de 25mM de DTT (Sigma Aldrich — Missouri, Estados Unidos) e 1,5uM

de rT; frio (Sigma Aldrich) durante 30minutos.

Para o ensaio da D1 hipofisaria, 100-200ug de proteina do homogenato da amostra foi
incubada com rTsfrio a 2nM, DTT a 100mM e T, frio a 100nM (Sigma Aldrich), para inibi¢cao
da D2 hipofisaria, durante 1h a 37°C. Para o ensaio da D2 hipofisaria, as mesmas condigbes
de ensaio foram utilizadas, com excecado da adicdo de T4 que foi substituido por PTU a

2,5mM (Sigma Aldrich) para inibigao da D1 hipofisaria.
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A reacao foi parada com a adi¢cdo de solu¢do 10mM de PTU contendo albumina de
soro bovino (BSA) a 8% (Sigma Aldrich) e solugdo de acido tricloroacético (TCA) a 20%
gelado (Vetec). O sobrenadante obtido apds centrifugacao a 350xg/10min foi aplicado em
coluna (Bio rad) com resina de troca catiénica (Dowex 50WX2 -200 — Acros organics — Geel,
Bélgica). A coluna foi eluida com solugéo de acido acético a 10% (Vetec) e o eluato obtido
contendo o | livre foi quantificado em contador gama. A atividade enzimatica foi expressa
em pico ou fentomoles (figado e hipdfise, respectivamente) de rT; desiodado por hora por

miligrama de proteina.

Os ensaios foram testados quanto a linearidade da reacao dentro da faixa protéica

utilizada. O percentual de desiodacao do tubo branco foi menor que 3%.

3.9 Analises Estatisticas

Os dados foram analisados com o programa Graph Pad Prism®. Os resultados sdo
expressos em média + erro padrdo. Para as analises foram utilizados os testes t-Student
paramétrico e nao paramétrico e Two-way ANOVA com o pods-teste Bonferroni. O teste
utilizado para analise dos resultados encontra-se descrito nas legendas das figuras

correspondentes. Valores com p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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4 RESULTADOS

Utilizando quatro ratas fémeas gravidas, obtivemos proles de aproximadamente dez
filhotes, dentre as quais, trés proles eram constituidas de cinco filhotes machos e uma de
quatro filhotes machos. As fémeas lactantes de duas proles contendo cinco filhotes machos
receberam ragao contendo 6leo de peixe como fonte lipidica, perfazendo um total de dez
filhotes machos no grupo 6leo de peixe (OP). As outras duas fémeas lactantes, cujas proles
possuiam cinco e quatro filhotes machos, passaram a receber logo apds o nascimento ragéo
contendo 6leo de soja como fonte lipidica, perfazendo um total de nove filhotes no grupo
oleo de soja (OS). Os filhotes fémeas mantidos com a prole, para totalizar os seis filhotes
por rata lactante, foram sacrificados apds o desmame. Durante o periodo experimental
perdemos dois animais do grupo alimentado com 6leo de peixe e um animal do grupo

alimentado com éleo de soja, totalizando o niumero de 8 filhotes machos por grupo.

Os animais apresentaram peso corporal similar ao nascimento e durante o periodo de
lactacao, independente da dieta ofertada a mae. O grupo alimentado com dieta contendo
6leo de peixe (OP) apresentou menor peso corporal a partir da 5% semana de vida,
mantendo esta diferenca até o sacrificio com 11 semanas de idade (Figura 10), quando seu
peso representava apenas 74,6% daquele do grupo tratado com éleo de soja (OS). Durante
o periodo experimental ndo foi observada qualquer diferenca no consumo das ragoes

(Figura 11) que pudesse justificar a diferenga de peso corporal entre os grupos.
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Oleo de Soja
- 4- Oleo de Peixe
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Figura 10 - Evolucdo ponderal dos animais alimentados com racdo contendo 6leo de soja ou
6leo de peixe como fonte lipidica durante o periodo experimental. O peso dos animais €&
representado semanalmente em gramas. Os valores estdo expressos como média + erro padrao
(n=8 animais por grupo). Analise estatistica: Two-way ANOVA, seguida de teste de Bonferroni;
*p<0,05
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Figura 11 — Consumo alimentar dos animais recebendo racdo contendo 6leo de soja ou 6leo de
peixe como fonte lipidica durante o periodo experimental. O resultado é representado em gramas
de ragédo/100gramas de peso do animal consumido semanalmente. Os valores estao expressos como
média + erro padrdo (n=8 animais por grupo). Analise estatistica: Two-way ANOVA, seguida de teste
de Bonferroni; *p<0,05
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Os animais apresentaram diferengas no acumulo de tecido adiposo, quanto a
quantidade e a localizagdo deste. A dieta contendo 6leo de peixe como fonte lipidica
proporcionou um menor acumulo de tecido adiposo retroperitoneal (p<0,01), representando
o0 compartimento visceral, apesar de ser observado um maior acumulo do tecido adiposo
inguinal (p<0,01), representando o compartimento subcutaneo (Figura 12). O tecido adiposo
retroperitoneal do grupo tratado com éleo de peixe representou apenas 57,3% da massa
observada no grupo tratado com 6leo de soja, enquanto o tecido adiposo inguinal mostrou
ser 1,44 vezes maior no grupo OP. No entanto, nao foi observada diferencga significativa na
massa de tecido adiposo marrom subescapular entre os grupos, apesar de haver uma

tendéncia a maior massa no grupo tratado com 6éleo de peixe (p=0,09) (Tabela 5).
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Figura 12 — Massa dos compartimentos adiposos ao final das 11 semanas de tratamento com
dieta contendo 6leo de soja (OS) ou 6leo de peixe (OP) como fonte lipidica. Os valores de tecido
adiposo retroperitoneal (RET) (compartimento visceral) e inguinal (ING) (compartimento subcuténeo)
estdo normalizados para o peso do animal. Os valores estao expressos como média £ erro padrao
(n=8 animais por grupo). Analise estatistica: Teste t-Student n&o pareado; *p<0,05

A massa do figado e do coragao relativa ao peso do animal apresentou-se 1,08 e 1,22
vezes maior, respectivamente, no grupo tratado com dleo de peixe, quando comparado ao

grupo 6leo de soja (Tabela 5).
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Tabela 5 — Peso dos tecidos adiposo marrom, hepatico e cardiaco ao final das 11
semanas de tratamento com dieta contendo 6leo de soja ou 6leo de peixe como fonte lipidica.

Tecido Oleo de Soja Oleo de Peixe
Tecido adiposo marrom subescapular (mg/g de peso) 0,98 £0,18 1,44 £ 0,17
Figado (mg/g de peso) 35,99 + 0,57 38,94 + 1,20*
Coragéao (mg/g de peso) 3,04+ 0,13 3,70 £ 0,22*

(n=8 por grupo; resultados representados em grama de tecido por grama de peso corporal e expressos como
média * erro padréo; Analise estatistica: Teste t-Student ndo pareado; *p<0,05)

A avaliagdo da composicéo corporal dos animais revelou uma menor quantidade em
gramas de agua, lipideos e proteina no grupo d6leo de peixe, representando 70,7%, 67,6% e
54,6%, respectivamente, do grupo O6leo de soja. Entretanto, a normalizacédo destes
parametros para 100 gramas de peso da carcaga aboliu as diferengcas no compartimento
aquoso (p=0,27) e lipidico (p=0,61), enquanto o grupo tratado com 6leo de peixe manteve
um compartimento protéico 14,4% menor do que o grupo alimentado com 6leo de soja

(p<0,01) (Tabela 6).

Tabela 6 — Composicdo corporal dos animais na 11% semana de
tratamento com dieta contendo 6leo de soja ou 6leo de peixe como fonte

lipidica.

Compartimento Oleo de Soja Oleo de Peixe

Gramas (g)
Agua 100,30 + 2,81 70,88 + 2,46*
Lipideo 23,52+ 1,60 15,90 + 1,41*
Proteina 25,51+ 1,80 13,94 £ 0,66*

Gramas (g) / 100g de carcaga
Agua 41,46 + 0,18 41,11 +£0,25
Lipideo 10,42 +0,87 9,79 + 0,82
Proteina 27,63 + 0,66 23,66 + 0,94*

(n=8 por grupo; resultados representados por compartimento em gramas totais da carcaca
e corrigidos por 100g de carcaga. Os valores estdo expressos como média + erro padrao;
Andlise estatistica: Teste t-Student ndo pareado; *p<0,05)
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A dieta ofertada até a 112 semana de idade promoveu alteragdes no perfil lipidico. Os
animais que receberam dieta contendo 6leo de peixe apresentaram menor concentracio
sérica de colesterol (p<0,0001) e ftriglicerideo sérico (p<0,0001) (Figura 13), representando
71,4% e 39,7% do grupo tratado com o6leo de soja, respectivamente. Apesar de n&o se
observar alteragao na concentracao sérica de LDL (p=0,80), as concentracbes séricas de
HDL (p<0,05) e VLDL (p<0,05) apresentaram-se reduzidas no grupo alimentado com 6leo
de peixe, representando apenas 73,6% e 39,4% do grupo 6leo de soja. No entanto a razao
colesterol total/HDL nao foi alterada, assim como a concentracido sérica de proteina total

(p=0,51) (Tabela 7).
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Figura 13 — Concentracdo sérica de colesterol total (CT) e triglicerideo (TG) ao final das 11
semanas de tratamento com dieta contendo 6leo de soja (OS) ou 6leo de peixe (OP) como
fonte lipidica. Os valores (em mg/dL) estdo expressos como média * erro padrdo (n=8 animais por
grupo). Analise estatistica: Teste t-Student nao pareado; *p<0,0001
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Tabela 7 — Concentragao sérica do colesterol em frac6es e da proteina total ao final das
11 semanas de tratamento com dieta contendo 6leo de soja ou Oleo de peixe como fonte
lipidica.

Oleo de Soja Oleo de Peixe
HDL (mg/dL) 25,13+ 1,90 18,50 £ 1,04
LDL (mg/dL) 19,88 + 2,77 20,63 + 0,92
VLDL (mgdL) 21,88 +2,43 8,62+ 0,62
Raz&o colesterol total/HDL 2,73+0,18 2,62 0,11
Proteina total (g/dL) 6,19+£0,10 6,04 £ 0,19

(n=8 por grupo; resultados expressos como média + erro padrdo; Analise estatistica: Teste t-Student nao
pareado; *p<0,05)

Os parametros hormonais analisados apresentaram-se inalterados em relagao a dieta
ofertada. As concentragdes séricas dos horménios tireoideanos, T; (p=0,65) e T4 (p=0,48)
totais, apresentaram-se similares entre os grupos (Figura 14), apesar de se observar uma
tendéncia a aumento na concentracao sérica de TSH (sem relevancia estatistica) (p=0,10)
(Figura 15). Nao foi observada diferenca significativa na concentracdo de leptina sérica

(p=0,09) (Figura 16).
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Figura 14 — Concentracdo sérica de Tz e T, totais ao final das 11 semanas de tratamento com
dieta contendo 6leo de soja (OS) ou Gleo de peixe (OP) como fonte lipidica. Os valores estao
expressos como média = erro padrdo (n=8 animais por grupo). Analise estatistica: Teste t-Student
nao pareado.
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Figura 15 — Concentracéo sérica de TSH ao final das 11 semanas de tratamento com dieta
contendo 6leo de soja (OS) ou 6leo de peixe (OP) como fonte lipidica. Os valores estdo
expressos como média + erro padrdo (n=8 animais por grupo). Andlise estatistica: Teste t-Student
nao paramétrico (teste de Mann-Whitney)
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Figura 16 — Concentracdo sérica de Leptina ao final das 11 semanas de tratamento com dieta
contendo 6leo de soja (OS) ou 6leo de peixe (OP) como fonte lipidica. Os valores estado
expressos como média + erro padrdo (n=8 animais por grupo). Andlise estatistica: Teste t-Student
nao pareado
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Apesar de ndo se observar diferengcas nas concentracbes séricas de hormdnios
tireoideanos, a expressao do receptor nuclear hepatico de horménio tireoideano (TRpB1)
mostrou-se 1,24 vezes maior no grupo tratado com éleo de peixe em comparagao ao grupo

tratado com éleo de soja (p<0,0001) (Figura 17).
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Figura 17 — Expresséo hepatica do TRB1 ao final das 11 semanas de tratamento com dieta
contendo 6leo de soja (OS) ou 6leo de peixe (OP) como fonte lipidica. (A) Radiografia do western
blotting utilizando anticorpos contra TRB1 e ciclofilina (controle interno). (B) Razao da expresséo do
TRp1 e ciclofilina avaliada por densitometria (unidades arbitrarias). Os resultados estdo normalizados
para o controle de cada membrana. Os valores estdo expressos como média + erro padrdo (n=8
animais por grupo). Andlise estatistica: Teste t-Student ndo pareado; *p<0,0001

As alteragdes no perfil lipidico foram correlacionadas a maior expressao do TRp1
hepatico no grupo alimentado com 6leo de peixe, corroborando a sugestdo do envolvimento

da acao dos hormbnios tireoideanos sobre o efeito hipolipemiante do 6leo de peixe. Foram
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observadas correlagdes negativas entre a expressdo do TRB1 hepatico e a concentragéo
sérica de colesterol (r=-0,66; p<0,01), assim como com a concentragdo sérica de

triglicerideo (r=-0,68; p<0,01) (Figura 18).
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Figura 18 — Correlacdo entre a expressédo hepatica do TRB1 e o perfil lipidico dos animais
alimentados com dieta contendo 6leo de soja (OS) ou 6leo de peixe (OP) como fonte lipidica
durante o periodo experimental. (A) Correlagdo negativa entre a expressdo do TRB1 hepatico
(corrigido pela ciclofilina e expresso em unidades arbitrarias) e a concentragao sérica de colesterol
total (r=-0,66). (B) Correlagdo negativa entre a expressao do TRB1 hepatico e a concentragéo sérica
de triglicerideos (r=-0,68). Analise estatistica: Correlagdo ndo paramétrica — Teste de Spearman.
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A atividade da enzima alfa glicerofosfato desidrogenase mitocondrial hepatica
(GPDm), um marcador sensivel a agdo dos horménios tireoideanos, apresentou-se maior
no grupo tratado com dieta a base de 6leo de peixe (p<0,0001) (Figura 19), representando

atividade 1,93 vezes maior do que o grupo alimentado com dleo de soja.
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Figura 19 — Atividade da enzima alfa glicerofosfato desidrogenase mitocondrial (alffaGPD-m)
hepética ao final das 11 semanas de tratamento com dieta contendo 6leo de soja (OS) ou 6éleo
de peixe (OP) como fonte lipidica. Os resultados sdo expressos como Asgnm (@bsorbancia no
espectofotometro a 500nm) por minuto por miligrama de proteina. Os valores estdo expressos como
média = erro padrdo (n=8 animais por grupo). Andlise estatistica: Teste t-Student ndo pareado;
*p<0,0001
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A atividade da desiodase do tipo 1 hepatica (D1), um importante marcador do estado
tireoideano, ndo apresentou diferenca entre as dietas (p=0,31) (Figura 20). No entanto, a
atividade das desiodases hipofisarias do tipo 1 (p<0,05) e 2 (p<0,05) (D1 e D2,
respectivamente) foi menor no grupo alimentado com dieta contendo 6leo de peixe como
fonte lipidica (Figura 21), representando 49% e 62,6% respectivamente da atividade

apresentada pelo grupo tratado com dleo de soja.
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Figura 20 — Atividade da desiodase do tipo 1 (D1) em homogenatos hepaticos ao final das 11
semanas de tratamento com dieta contendo 6leo de soja (OS) ou 6leo de peixe (OP) como
fonte lipidica. Os resultados s&o expressos como picomoles de rT; desiodado por hora por mg de
proteina. Os valores estdo expressos como média £ erro padrdo (n=8 animais por grupo). Analise
estatistica: Teste t-Student ndo pareado
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Figura 21 — Atividade das desiodases do tipo 1 (D1) e tipo 2 (D2) adenohipofisarias ao final das
11 semanas de tratamento com dieta contendo 6leo de soja (OS) ou 6leo de peixe (OP) como
fonte lipidica. Os resultados sdo expressos como fentomoles de rT; desiodado por hora por mg de
proteina. Os valores estdo expressos como média £ erro padrdo (n=8 animais por grupo). Analise
estatistica: Teste t-Student ndo pareado; *p<0,05
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5 DISCUSSAO

Neste trabalho demonstramos que o tipo de lipideo utilizado em dietas normolipidicas e
isocaldricas, administradas por toda a vida do animal, incluindo o periodo de lactagdo, pode
acarretar em distintos perfis metabdlicos e modificar as vias de sinalizagdo do hormédnio
tireoideano.

Pudemos atribuir as diferentes caracteristicas observadas entre os grupos
experimentais ao lipideo dietético, devido ao protocolo utilizado em que o modelo de
comparacao (controle) era a dieta elaborada a partir dos mesmos ingredientes, entretanto,
contendo dleo de soja (fonte de AGPI n-6). Optamos por este modelo dadas as dificuldades
de controle da composicdo da ragdo padrdo comercial durante todo o protocolo
experimental, e a interferéncia de outros ingredientes na comparagao entre os grupos. O
6leo de soja foi o dleo controle escolhido por ser a principal fonte lipidica consumida na dieta
ocidental (Simopoulos, 2002), e por ser a fonte lipidica recomendada pela AIN-93 (Reeves e
col., 1993).

No nosso modelo experimental, apesar da oferta de lipideos (15%) ser pouco maior do
que a recomendada pela AIN-93M (10%), o percentual ndo constitui ainda um modelo de
dieta hiperlipidica (Rao, 1996). Desta forma, nosso modelo permite que os resultados
observados sejam decorrentes da qualidade do lipideo ofertado e ndo do seu excesso. Esta
caracteristica da dieta é importante visto que a acado dos horménios tireoideanos é
suscetivel ndo apenas a qualidade da energia ofertada, mas também a sua quantidade
(Danforth e Burger, 1989; Redonnet e cols., 2001).

A dieta utilizando como principal fonte lipidica AGPI n-3 (6leo de peixe) promoveu
menor ganho de peso corporal em relagdo ao grupo tratado com éleo de soja (Figura 10),
rico em AGPI n-6, mesmo contendo a mesma quantidade em Calorias e em lipideos. A

diferenca no peso corporal ndo foi promovida por alteragcdo do consumo alimentar (Figura
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11), sugerindo alteragdo do metabolismo energético, provavelmente decorrente da acao
oxidativa descrita para os AGPI n-3 presentes no 6leo de peixe (Davidson, 2006).

O efeito dos AGPI n-3 de promogao de menor ganho de peso corporal comparado a
outros lipideos dietéticos é descrito em diversos trabalhos, os quais em sua grande maioria
utilizam modelos de dieta hiperlipidica (Tsuboyama-Kasaoka e cols., 1999; Kim e cols.,
1999; Nakatani e cols., 2003; Flachs e cols., 2005; Neschen e cols., 2006). Mesmo
administrada por curto periodo de tempo (07 e 15 dias), a dieta hiperlipidica contendo éleo
de peixe foi capaz de promover menor ganho de peso corporal e adiposidade quando
comparada a dieta contendo AGPI n-6 como fonte lipidica (Nakatani e cols., 2003; Neschen
e cols., 2006).

No entanto, a maior parte dos escassos modelos com dieta normolipidica nao
promoveram diferenga de peso nos animais (Herzberg & Rogerson, 1988; Raclot e cols.,
1997; Chapman e cols., 2000; Wyrwoll e cols., 2006; Corporeau e cols., 2006; Le Foll e
cols., 2007). Alguns poucos trabalhos, contraditoriamente, relatam ainda aumento do peso
corporal dos animais submetidos a dieta contendo 6leo de peixe (Gaiva e cols., 2001;
Soriguer e cols.,, 2003). Os dados da literatura demonstram grande diversidade de
protocolos experimentais, quanto a administracdo, concentracdo do 6leo e tempo de
tratamento, justificando algumas diferentes respostas observadas.

Neste trabalho, obtivemos observagdes semelhantes a de Guimaraes (2006) quanto
ao ganho de peso dos animais. Estes autores utilizaram o mesmo desenho experimental
que o nosso, entretanto com oferta da dieta desde a gestacdo. No entanto, em estudo
temporal similar ao nosso trabalho, onde a dieta normolipidica foi oferecida durante a
lactacdo e apo6s o desmame até o fim da vida (6 meses de idade), ndo foi observada
diferengas no peso corporal do grupo tratado com fonte de AGPI n-3 quando comparado a
outra fonte lipidica (AGPI n-9) (Wyrwoll e cols., 2006). A diferenca no percentual lipidico do
modelo apresentado por este autor em comparagdo ao nosso modelo (5 e 7 % do peso da
racao representada por lipideos, respectivamente) ndo parece ser o suficiente para justificar

as diferentes observacbes quanto ao peso corporal dos animais. No entanto, as
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composi¢des dos 6leos utilizados ndo sao iguais. Os AGPI n-3 da fonte lipidica utilizada no
trabalho de Wyrwoll e cols (2006) representam 34% dos AG totais, enquanto no nosso 6leo
(ROPUFA-75 n-3 EE) os AGPI n-3 constituem aproximadamente 75% dos AG totais. A
maior oferta destes AGPI n-3 intensificaria sua agao favorecendo os seus efeitos.

Em humanos, os efeitos dos AGPI n-3 sobre peso corporal e adiposidade ndo sao
comuns, mas ja foram relatados por alguns autores. A substituicao diaria de 6g dos lipideos
por 6leo de peixe em uma dieta controle oferecida a individuos saudaveis, durante 2
semanas, promoveu pequena reducio no percentual de gordura (Couet e cols., 1997). Ja a
associacao do aumento do consumo de peixes a dieta de restricdo caldrica, intensificou a
perda de peso e a melhora dos lipideos séricos em individuos hipertensos com sobrepeso
(Mori e cols., 1999).

No modelo utilizado neste trabalho, apesar da menor massa total de lipideos, agua e
proteina observada na carcaga do grupo tratado com 6leo de peixe comparado ao grupo
que recebeu 6leo de soja, a massa relativa ao peso total da carcaga dos animais revelou
contribuicdo semelhante do compartimento adiposo e aquoso entre os grupos, com menor
contribuicdo do compartimento protéico no grupo tratado com 6leo de peixe (Tabela 6). Uma
vez que utilizamos a carcaga eviscerada, o compartimento protéico se constituia
predominantemente da musculatura esquelética. No entanto, as visceras, como figado e
coragao apresentaram massa aumentada, o que presumivelmente esta associado a maior
massa protéica. Portanto, nos questionamos se no organismo como um todo do animal
haveria ou ndo alteragdo do compartimento protéico.

Os dados da literatura acerca da influéncia do 6leo de peixe sobre a composicao
corporal, utilizando a técnica da carcaga sdo escassos e contraditérios. Em modelo de dieta
hiperlipidica, a carcaca dos animais alimentados com o6leo de peixe apresentaram
percentual de lipideos igual ou menor, assim como percentual de proteina igual ou menor ao
da carcaca de animais alimentados com fonte de AGPI n-6 (Awad e cols., 1990; Gaiva e

cols., 2001).
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Em modelo de avaliagdo do ganho de peso espontdaneo com administracao de dieta
normolipidica, o 6leo de peixe promoveu menor percentual de proteina quando comparado
ao grupo tratado com mistura de 6leo de palma (AG saturado) e 6leo de soja, entretanto, em
modelo de realimentagdo utilizando a mesma dieta, ndo foi observada diferengca no
compartimento protéico (Soriguer e cols., 2003). Ja em outro trabalho, Dulloo e cols (1995)
observaram que a realimentacdo de ratos, previamente em restricdo alimentar, utilizando
dieta rica em 6leo de peixe resultou em menor acumulo de proteina na carcaga com maior
acumulo de gordura, quando comparado a dieta contendo 6leo de girassol. Apesar dos
resultados discrepantes a respeito do percentual de proteina, a reducéo observada no nosso
modelo e em outros n&o seria um efeito esperado do 6leo de peixe, dada sua agao benéfica
sobre o metabolismo protéico descrita por outros autores em modelos de caquexia e
queimadura (Hirschberg e cols., 1990; Smith e cols., 2004). A administragdo oral de EPA
durante 4 dias promoveu redugcédo de 88% na degradagdo protéica do musculo
gastrocnémico de camundongos com caquexia, sem alterar a sintese protéica, contribuindo
para a menor perda de peso desses animais (Smith e cols., 2004). Entretanto também ja foi
relatada diminuicdo de sintese protéica associada a menor degradagéo protéica muscular
em ratos recebendo dietas ricas em AGPI n-3, no entanto, sem alterar o peso corporal
(Sohal e cols.,1992). Como as dietas diferem em composi¢cdo de proteinas, tanto em
percentual como em fonte protéica, poderiam promover diferentes efeitos sobre o
metabolismo protéico. No entanto, o tratamento dos animais no nosso modelo experimental
utilizou as fontes e os percentuais adequados para a fase de desenvolvimento do animal
(Reeves e cols., 1993).

Assim, a deposicdo de energia nos diferentes compartimentos corporais parece ser
influenciada pela fonte de AG utilizado, entretanto, as respostas observadas parecem
depender das particularidades dos modelos, como o estado fisiolégico ou patologico dos
animais, a composi¢ao das dietas e o tempo de administragao, além da variavel precisédo

das técnicas de avaliagdo da composicao corporal.
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Muitos autores tém associado a redugdo do ganho de peso corporal promovido pelo
6leo de peixe, a reducdo da adiposidade ou de um dos compartimentos adiposos
(Tsuboyama-Kasaoka e cols., 1999, Nakatani e cols., 1999; Wang e cols., 2002; Flachs e
cols., 2005,). No nosso modelo ndo observamos redugdo no percentual de gordura da
carcaga do animal tratado com oleo de peixe, mas sim alteracdo no padrao de distribuigdo
do tecido adiposo, com menor massa do tecido adiposo retroperitoneal e maior massa do
tecido adiposo inguinal (Figura 12). Estes dados sugerem redistribuicdo na massa de tecido
adiposo, caracterizada por menor acumulo de tecido adiposo visceral e maior acumulo de
tecido adiposo subcutaneo.

A acgao dos AGPI n-3 modulando a distribuicdo do tecido adiposo ja vem sido descrita
por outros autores. A maior parte dos trabalhos quantificam isoladamente a massa dos
tecidos adiposos representantes do compartimento visceral, como o epididimal ou
retroperitoneal, sendo observado em grande parte dos resultados menor acumulo destes
tecidos (Wang e cols., 2002; Flachs e cols., 2005). Ao quantificar a massa do compartimento
adiposo visceral e subcutineo, Belzung e colaboradores (1993) observaram reducédo na
massa visceral, sem alteragdo no compartimento subcutdneo entre animais alimentados
com dieta hiperlipidica contendo alta concentragdo de AGPI n-3 quando comparado a dieta
contendo baixa concentracao deste AG. O padrao de resposta diferente deste trabalho em
comparacao ao nosso, em relagdo ao compartimento subcutaneo, pode ser consequiente ao
percentual lipidico da dieta, tempo ou modelo de comparacgao utilizado.

Esta alteracido no padrao de distribuicdo do tecido adiposo poderia favorecer as agdes
do éleo de peixe sobre metabolismo lipidico e glicidico, dada as diferentes caracteristicas de
expressao e de secrecdo de adipocinas dos compartimentos adiposos (Arner, 2001).
Enquanto o tecido adiposo visceral possui maior expressao e por isso maior capacidade de
secrecao de adipocinas de carater pro-inflamatério, promotoras de resisténcia a insulina, tais
como resistina e outras, as adipocinas com agao benéfica sobre a sensibilidade a insulina e
metabolismo energeético, como adiponectina e leptina, sdo produzidas em maior quantidade

no tecido adiposo subcutaneo (Van Harmelen e cols., 1998; Phillips e cols., 2008).
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Além de afetar o padrao de distribuicdo, os AGPI n-3 tém demonstrado a capacidade
de afetar diferentemente as caracteristicas dos tecidos adiposos, sendo relatado aumento
na expressao do RNAm da adiponectina (Neschen e cols. 2006, Guimaraes, 2006) no tecido
adiposo epididimal, assim como reducdo da expressdao do RNAm da leptina no tecido
adiposo retroperitoneal (Raclot e cols., 1997; Guimaraes, 2006), sem alteragdo da
expressao no tecido adiposo subcutaneo.

Os efeitos dos AGPI n-3 sobre a expressdo e secrecdo de leptina ainda séao
contraditérios. A administracado de dieta hiperlipidica contendo 6leo de peixe por um curto
(15 dias) (Neschen e cols., 2006) ou por um longo periodo (7 semanas) (Wang e cols.,
2002) promoveu menor concentragdo sérica de leptina em camundongos, quando
comparada a dieta contendo 6leo de girassol (AGPI n-6). Entretanto, a administracdo de
dieta hiperlipidica por 10 semanas promoveu maior concentracdo sérica de leptina nos
grupos tratado com 6leo de peixe (AGPI n-3) ou dleo de girassol (AGPI n-6) quando
comparado ao grupo alimentado com fonte de AG saturados (Cha & Jones, 1998). Rossi e
colaboradores (2005), utilizando modelo de dieta normolipidica rica em sacarose,
observaram maior concentragao sérica de leptina apds 2 meses de tratamento com dleo de
peixe, quando comparado ao grupo alimentado com fonte de AGPI n-6.

Em ensaios in vitro, a contradicdo quanto aos efeitos do AGPI n-3 também existe. A
incubacdo de cultura primaria de adipdcitos com EPA durante 96 horas aumentou a
secrecao e expressdo do RNAm da leptina (Pérez-Matute e cols., 2005), enquanto a
incubacao de adipdcitos 3T3-L1 com EPA promoveu menor expressao do RNAm da leptina
apos 48 horas (Reseland e cols., 2001).

No nosso modelo experimental ndo observamos diferencas significativas na
concentracao sérica de leptina, apesar da tendéncia a aumento desta no grupo OP (p=0,09)
(Figura 16). Sua tendéncia a maior concentragdo poderia ser justificada pela maior massa
de tecido adiposo subcutdneo apresentada pelo grupo tratado com 6leo de peixe, ja que
este tecido tem capacidade de secrecéo de leptina duas a trés vezes maior do que o tecido

adiposo visceral (Van Harmelen e cols., 1998).
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Utilizando o mesmo modelo experimental que o nosso, entretanto, com oferta das
dietas a partir da gestacédo, Guimaraes (2006) observou redugéo na expressdao do RNAm da
leptina e menor concentracao de leptina sérica. A Unica diferenga entre o nosso modelo
experimental e o de Guimaraes (2006) seria a oferta do éleo durante a gestagdo. O
suprimento de nutrientes fornecidos pela mae durante a vida intrauterina associado a
capacidade de adaptagdo metabdlica deste feto as condicdes ambientais as quais é
submetido durante o desenvolvimento, sdo capazes de programar condigcbes metabdlicas
que acompanharao o individuo ao longo de sua vida (Moura e Passos, 2005). Assim,
condigbes como desnutricao (Lisboa e cols., 2008), manipulac¢des dietéticas (Joshi e cols.,
2003) e até mesmo exposicao a altas concentracdes de leptina (de Oliveira Cravo e cols.,
2002) durante a fase neonatal podem programar mecanismos que na vida adulta do animal
culminardao em alteracbes na deposi¢cao de tecido adiposo e na concentracdo sérica de
alguns horménios, como leptina e horménio tireocideano. Assim, a exposi¢cao dos AGPI n-3
durante a vida intrauterina, promovida pelo modelo de Guimaraes (2006), poderia resultar
em programacao metabdlica, que justificaria as diferencas na producgao de leptina entre o
modelo deles e 0 nosso, observadas na vida adulta dos animais.

Observamos, no nosso modelo experimental, menor concentracido sérica de
triglicerideos e colesterol no grupo tratado com 6leo de peixe (Figura 13), corroborando
dados da literatura quanto a sua agao hipolipemiante (Al-Shurbaji e cols., 1991; Rustan e
cols., 1992; Kim e cols., 1999; Sugiyama e cols., 2008). As alteragdes no perfil lipidico sao
mais sensiveis a acao do 6leo de peixe do que o peso corporal, aparecendo de forma rapida
em dietas hiperlipidicas (Neschen e cols., 2006) e suplementacao (Willumsen e cols., 1993)
e até mesmo em dietas normolipidicas (Herzberg e Rogerson, 1988).

Em modelo de suplementagdo oral, com uma unica dose diaria, o 6leo de peixe
promoveu reducdo no triglicerideo sérico e colesterol, apdés o primeiro e quinto dia de
tratamento, respectivamente (Willumsen e cols, 1993). A redugdo do triglicerideo sérico,
assim como em nosso modelo e em outros (Neschen e cols., 2006), foi mais intensa,

sugerindo maior suscetibilidade deste lipideo a acdo dos AGPI n-3. Esta caracteristica
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provavelmente é dada pelos diferentes mecanismos hipolipemiantes do 6leo de peixe, que
abrangem varios pontos limitantes e determinantes para a concentragdo de triglicerideo
sérico (Davidson, 2006; Jump, 2008; Jump e cols., 2008). Os mecanismos descritos para a
acao hipocolesterolémica ndo seriam tdo amplos ja que ndo contemplam todas as possiveis
vias (Jump, 2008).

Em revisdo da literatura, Herold e Kinsella (1986) relatam que em humanos, a redugao
no triglicerideo é observada na maior parte dos ensaios clinicos, sendo demonstrado melhor
efeito em individuos hiperlipidémicos. No entanto, os efeitos sobre colesterol total € HDL nao
sao tao evidentes, sendo dependentes do modelo e dose utilizada.

Um dos mecanismos hipolipemiantes do 6leo de peixe envolve a redu¢ao da sintese e
secrecao de VLDL pelo figado (Lombardo e cols., 2006), resultando em menor concentracao
sérica de VLDL que contribui para a reducdo na concentracao de LDL. Corroborando os
dados da literatura, observamos reducao de 61% na concentragao sérica de VLDL (Tabela
7). No entanto, inesperadamente, ndo houve alteracdo na concentragdo sérica de LDL
(Tabela 7). O efeito inesperado sobre a concentracdo de LDL ja foi observado em outros
trabalhos (Stalenhoef e cols., 2000). A justificativa do autor para a ndo alteragdo ou aumento
da concentragcédo da LDL é que a deplecgao de triglicerideo nas lipoproteinas precursoras de
LDL (VLDL e IDL) facilitaria sua conversao a LDL, devido ao seu tamanho reduzido e
densidade aumentada.

A reducao na concentragao dos lipideos séricos foi acompanhada por redugéo de 26%
na concentracdo de HDL (Tabela 7), lipoproteina responsavel pelo transporte reverso de
colesterol, no grupo tratado com 6leo de peixe. Baixas concentragdes desta lipoproteina sao
descritas como fator de risco para doengas coronarianas (Li e cols., 2004), devido a reducgao
na proporc¢ao de HDL para a concentragao total de colesterol. No entanto, apesar da menor
concentragado de HDL, o grupo tratado com 6leo de peixe apresentou razéo colesterol total:
HDL similar ao grupo tratado com 6leo de soja (Tabela 7), demonstrando que a redug¢ao na

concentracao de HDL é reflexo, proporcional, da redugdo do colesterol total. O mesmo
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comportamento na concentracdo sérica de HDL ja foi demonstrado por outros autores
(Roach e cols., 1987; Gaiva e cols., 2003; Neschen e cols., 2006).

A principio o modelo experimental pareceu incapaz de alterar o estado tireoideano, ja
que nao foram observadas diferengas nas concentragdes séricas de T3 e T, totais (Figura
14). Entretanto, a expressdo hepatica do receptor de horménio tireoideano, TRp1,
apresentou-se 24% maior no grupo alimentado com 6leo de peixe (Figura 17), sugerindo
aumento da agéo do hormdnio neste tecido. Dada a importancia da isoforma TRB1 no figado
sobre o metabolismo lipidico (Gullberg e cols., 2002), o aumento desta expressao
favoreceria a maior responsividade deste tecido ao horménio, podendo ser determinante
para acentuar as acdes hipolipemiantes dos hormoénios tireoideanos. Neste trabalho,
observamos, ainda, correlagdo negativa entre a expressdo do TRP1 hepatico e as
alteragdes no perfil lipidico. Estes dados sugerem que o aumento do receptor hepatico
aumentaria a agao local do horménio, e estaria envolvido no efeito hipolipemiante observado
neste modelo experimental.

Em relacdo ao comportamento da concentragao sérica dos horménios tireoideanos, os
nossos resultados concordam com Tsuboyana-Kasaoka e colaboradores (1999). Apesar
destes autores terem empregado dieta hiperlipidica, também n&o observaram altera¢des na
concentragdo destes hormdénios em camundongos alimentados com dieta contendo 6leo de
peixe por 5 meses, em comparagdo ao grupo que recebeu 6leo de girassol (AGPI n-6).
Entretanto, utilizando dieta hiperlipidica, Cha e Jones (1998) observaram menor
concentragao sérica de T4, mas ndo de T3, em animais alimentados com 6leo de peixe em
comparacgao ao 6leo de girassol.

Apesar de nao haver diferengas na concentragdo sérica de T; e T, totais entre os
grupos do nosso modelo experimental, o aumento na fragao livre do horménio poderia ser
esperado ja que outros AG demonstraram, em experimento agudo, a capacidade de
aumentar o percentual da fragéo livre do horménio (Hollander e cols., 1967). Entretanto, a

dosagem de T3 e T4 livre ndo foi realizada no nosso modelo, ja que em experimentos
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crénicos seria esperado o restabelecimento das concentragdes normais do horménio, por
acao do eixo hipotalamo-hipodfise-tiredide.

Quanto a expressao do receptor de hormodnio tireoideano, ha escassos dados na
literatura em modelos distintos do nosso. A administracdo de dieta rica em sacarose
suplementada com 6leo de peixe (representando 30% dos lipideos totais) durante duas
semanas provocou reducdo do RNAm da isoforma TRa1 no figado de ratos (Brtko e cols.
1997). No entanto, a oferta de dieta rica em carboidrato suplementada com 10% de éleo de
peixe durante 3 horas ao dia (por 5 dias) nao surtiu efeito sobre a expressdo do RNAm do
TRpB1 hepatico (Jump e cols., 1994). Os efeitos contraditérios possivelmente devem-se a
diferenca nos modelos experimentais e a composicdo dos oleos de peixe utilizados,
podendo também ocorrer modulagao isoforma especifica. O percentual de lipideos ofertados
também poderia ser determinante no efeito observado. A dieta hiperlipidica por si sé ja
demonstra a capacidade de diminuir a expressao do RNAm do TR (Redonnet e cols., 2001).
Desta forma, a administracdo de dieta normolipidica descartaria os supostos efeitos
promovidos pelo excesso de lipideo dietético, garantindo que o determinante do efeito seja a
qualidade do lipideo.

Como ja descrito anteriormente, a concentragdo sérica de T; ndo seria o Unico
mecanismo determinante de sua acdo. Outros mecanismos, dentre o0s quais a
disponibilidade de receptor nuclear, modulam a acdo dos horménios tireoideanos sobre seus
tecidos alvos. A importancia do receptor modulando os efeitos deste hormdnio sao evidentes
em estudos de Oppenheimer e colaboradores (1977). Os autores observaram que o
aumento da atividade das enzimas hepaticas alvos de horménio tireoideano, aGPD e
enzima malica, em resposta a administracdo de concentragdes crescentes de T3 ndo é
proporcional a dose utilizada. A saturacdo do efeito, refletida pela n&o linearidade de
inducao da enzima alvo, seria decorrente da saturacdo do receptor nuclear levando a
resposta hormonal maxima (Oppenheimer e cols., 1977) e sugerindo que o percentual de

ocupacao do receptor seja determinante para a agao do horménio.
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Em ratos eutireoideos, 35-50% dos receptores sdo ocupados por horménio
tireoideano, na maior parte dos tecidos (Li e Inoue, 1994). Em tecidos como o figado, o
aumento na concentracdo de T3 plasmatico levaria ao aumento na sua concentragio
intracelular, dado o rapido equilibrio estabelecido entre as concentragdes de T3 no plasma e
no nucleo (Oppenheimer e cols., 1973). O aumento na disponibilidade de sitios nucleares de
ocupacao seria um importante mecanismo para acentuar a agdo do horménio (Guerra e
cols., 1994), seja no estado eutireoideo ou, principalmente, na sobrecarga do hormonio.

Entretanto, estudos in vitro tém sugerido mecanismos de competicdo entre hormbnios
tireoideanos e AG pela ligagdo ao TR, o que poderia reduzir a agdo do horménio (van der
Klis e cols., 1989),

Desta forma, visando verificar se a maior expressdo do TRB1 no figado dos animais
tratados com 6leo de peixe se traduziria em intensificacdo da acao do hormdnio, avaliamos
a atividade de um alvo hepatico bastante sensivel a agdo do hormébnio, a enzima aGPDm
(Rauchova e cols, 2004). O controle de sua expressao por horménios tireoideanos parece
ser mediado de forma mais importante pela isoforma beta do TR, ja que animais
apresentando mutagdo na isoforma alfa, que inibe ligagdo ao horménio, apresentam
alteracdo na expressdo do RNAm da aGPDm correspondente ao estado tireoideano
observado (Zavacki e cols., 2005). No nosso modelo experimental, a atividade da enzima
apresentou-se 1,92 vezes maior no grupo tratado com 6leo de peixe em comparagcédo ao
grupo tratado com dleo de soja (Figura 19), sugerindo maior acdo do horménio no figado
destes animais, mesmo sem alteragdo da concentragao sérica do hormonio.

A correlagao entre o aumento da expressao do TR e o aumento da acdo do horménio
ja foi relatada por Guerra e colaboradores (1994). Os autores observaram que a indugao de
T3 sobre a expressao e atividade da UCP1 em cultura primaria de adipécitos marrons fetais
imaturos foi acompanhada por aumento em duas vezes na expressao do RNAm do c-erbA
(gene responsavel pela expressdo dos TRa) e consequente aumento da capacidade de

ligacdo do horménio ao receptor nuclear. Nakamura e cols (1979) observaram que a
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administracdo de uma unica dose de T; a ratos tireoidectomizados promoveu aumento da
atividade da enzima aGPD precedido do aumento na concentragdo de receptor nuclear,
afirmando que a modulagdo do receptor esta fortemente associada ao efeito hormonal.
Estes dados sugerem que o aumento da expressado do receptor pode potencializar a agéao
do horménio de forma mais importante que o aumento apenas de sua concentragao, ja que
com maior numero de receptores, a ocupagdo e a saturagdo do receptor seriam
potencialmente aumentadas. Este constituiria um importante mecanismo de intensificacao
da agdo do horménio.

Entretanto, devemos considerar a hipétese de que o aumento na expressdo do TR
associado a n&o alteragéo na concentragao intracelular do horménio poderia levar ao maior
numero de receptores desocupados, favorecendo o efeito repressor independente de
ligante. Este efeito é dado pela capacidade do TR nao ligado ao hormdnio de interagir com
fatores transcricionais, como as proteinas co-repressoras Nuclear Receptor Correpressor
(NCoR) e Silencing mediator of retinoic acid and thyroid hormone receptor (SMRT), inibindo
a transcricdo basal do gene alvo (Barra e cols., 2004). Entretanto, neste trabalho, ndo ha
nenhuma evidéncia que isto esteja ocorrendo, ja que a enzima alvo aGPDm esta
aumentada.

Atualmente, sabe-se que a via de sinalizagdo do hormdnio tireoideano mediada pelo
TR, nao constitui 0o Unico mecanismo de ag¢dao do horménio. Mecanismos envolvendo
proteinas de membrana, citosdlicas ou mitocondriais sdo descritos mediando algumas das
acdes dos hormodnios tireoideanos (Basset e cols., 2003). No entanto, grande parte dos
efeitos destes hormonios sobre o metabolismo lipidico, até entdo descritos, sdo mediados
pelos TRs (Gullberg e cols., 2002).

O TRa também tem demonstrado agdo no metabolismo hepatico, no entanto sua
importancia sobre o metabolismo lipidico € bastante inferior a do TRB1, mas nem por isso
nula. Liu e colaboradores (2007) utilizando camundongos com mutagdo no TRa capaz de

reduzir em 50% a ligacdo ao horménio tireoideano, demonstraram prejuizo na atividade de
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enzimas oxidativas estimuladas por PPARa. Este modelo além de revelar o envolvimento
desta isoforma no tecido hepatico, demonstrou claramente a interferéncia na sinalizacdo de
TRs e PPARs. Entretanto, a importancia do TRp torna-se evidente em modelo de
camundongos knockout do TR associado a superexpressao do TRa, cuja incapacidade do
T3 em reverter o aumento do colesterol nao foi abolida nem mesmo pelo excesso de TRa
(Gullberg e cols., 2002). Considerando-se estes dados, neste trabalho, nos ativemos apenas
a avaliagao da expressao do TRB1 no figado desses animais.

A influéncia dos AGPI n-3 sobre a enzima aGPDc ja foi observada por Higuchi e
colaboradores (2008). Estes descreveram aumento na atividade em animais alimentados
durante 12 semanas com dieta normolipidica contendo 6leo de peixe. No entanto, o
aumento observado foi relativo ao controle alimentado com fonte de AG saturados. Na
literatura ndo encontramos relatos quanto a comparacado dos efeitos de AGPI n-3 e n-6
sobre a atividade da aGPDm.

A enzima hepatica aGPDm compde a langadeira glicerol-3-fosfato, que constitui um
cruzamento entre o metabolismo lipidico e glicidico, assim como a principal entrada de
glicerol na gliconeogénese (Alfadda e cols., 2004). A GPDc catalisa a conversao da
diidroxicetona fosfato, intermediario da via glicolitica, em glicerol-3-fosfato, oxidando
Nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH), formado durante a glicolise, a NAD. Em
seguida a GPDm catalisa esta retroconversao, reduzindo Flavina adenina dinucleotideo
(FAD) a FADH,, que transporta elétrons diretamente para a cadeia respiratéria, gerando
duas moléculas de adenosina tri-fosfato (ATP) e calor para cada par de elétrons
transportado (Voet & Voet, 1995; Nelson & Cox, 2006; Alfadda e cols., 2004).

A alta expressédo da aGPDm em tecidos com altas taxas de geragdo de ATP, como o
musculo da asa de insetos, sugere importante agdo no metabolismo energético (Weitzel e
cols., 2001). Modelos de delegdao (Knock-out) da aGPDm reforcam seu papel sobre o
metabolismo energético, ja que sua auséncia leva ao aumento da razdo NADH/NAD,

inibindo o metabolismo oxidativo de AG, reduzindo a termogénese e aumentando a
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concentracdo plasmatica de triglicerideos (Alfadda e cols., 2004). Considerando-se essas
acdes, a ativacdo desta enzima contribuiria de forma importante para as adaptacdes
metabdlicas promovidas pelos AGPI n-3, favorecendo as vias oxidativas. Este seria apenas
um dos muitos mecanismos hipolipemiantes dos horménios tireoideanos que potencialmente
contribuiriam para a reducgao do perfil lipidico promovida pelo 6leo de peixe.

Contudo ndo podemos descartar a possibilidade de que outros mecanismos ativados
pela agdo dos AGPI n-3, independentes do TR, sejam os responsaveis pelo aumento na
atividade da aGPDm neste modelo experimental. Apesar de ndo existirem dados quanto a
influéncia dos fatores transcricionais modulados pelos AGPI n-3 (SREBP-1c, HNFa-4 e
ChREBP) sobre a atividade da aGPD, o receptor nuclear PPAR tem demonstrado a
capacidade de alterar sua atividade.

A administragdo de agonistas de PPARa promoveu aumento na expressao e atividade
da aGPDm em ratos (Pacot e cols., 1993; Patsouris e cols., 2004). O aumento na expressao
foi abolido em animais com delecdo do PPARa (Patsouris e cols., 2004), demonstrando a
importancia deste receptor em ativar esta enzima. No entanto, este papel parece depender
dos hormbnios tireoideanos, ja que a magnitude de indugédo da enzima aGPD por agonista
de PPARa é reduzida em animais hipotireoideos (Pacot e cols., 1993).

Esta dependéncia de acédo entre TRs e PPARSs ja foi descrita por outros autores (de
Lange e cols., 2007; Lui e cols., 2007) e sugere que as a¢des mediadas por um receptor
poderiam sofrer contribuigdo do outro receptor.

Outro gene alvo, regulado positivamente pelo T; via TRp é a D1 hepatica que neste
trabalho, ndo se mostrou significativamente diferente entre os grupos (Figura 20). Esta
enzima, além de contribuir com a conversdo de T, a T3 para o meio extracelular (Bianco e
Kim, 2006), é altamente sensivel a concentracdo sérica dos hormdnios tireoideanos
(Zavacki e cols., 2005). Dado o aumento observado na expressao do TRB1 hepatico e na
atividade da aGPDm, seria esperado o aumento concomitante da D1, ja que tal isoforma do

receptor medeia predominantemente sua expressao e atividade no tecido hepatico (Amma e
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cols., 2001). Isto poderia ocorrer devido ao fato dos hormoénios tireoideanos estarem
inalterados e, neste caso, a maior expressao do receptor nao seria suficiente para aumentar
a atividade da enzima. Estes dados revelam que a interferéncia dos AGPI n-3 presentes no
Oleo de peixe na atividade funcional de enzimas reguladas por horménio tireoideano exibe
especificidade de alvo, o que sugere o envolvimento de multiplos mecanismos. No entanto,
€ possivel que outros sinalizadores ativados pelos AGPI n-3 possam influenciar a atividade
das desiodases hepaticas. Uma possibilidade € a interacdo com o PPARy, ja que sua
ativacdo em ratos, por administracdo de rosiglitazona durante 7 dias, reduziu o RNAm da
desiodase hepatica (Festuccia e cols., 2008). Outra hipétese a ser testada seria uma
possivel regulagdo negativa da isoforma alfa do TR que também contribui para estimular a
expressao da D1 (Amma e cols., 2001).

Nao existem dados na literatura acerca da influéncia do 6leo de peixe sobre a
atividade das desiodases. No nosso trabalho, observamos regulacao tecido-especifica
destas enzimas, na qual o 6leo de peixe promoveu menor atividade das desiodases
hipofisarias sem alterar a atividade da desiodase hepatica. Outros modelos experimentais
descritos na literatura também relatam diferentes comportamentos destas enzimas de
acordo com o tecido estudado (Cabanelas e cols., 2006).

A modulacdo alvo especifica da acdo de hormdnios tireoideanos por AGPI ja foi
descrita por outros autores utilizando AGPI n-6. Estes autores relataram que a
administragdo de dieta contendo AGPI n-6 intensificou a perda de peso causada pelo Tj,
assim como atenuou o efeito estimulatério do T3 em apenas algumas das proteinas de vias
lipogénicas (Deshpande e cols., 1995).

Quanto as desiodases hipofisarias, observamos menor atividade da D1 e D2
hipofisarias no grupo alimentado com dieta contendo 6leo de peixe, representando 49% e
62,6%, respectivamente, da atividade apresentada pelo grupo tratado com d6leo de soja
(Figura 21).

A D2 promove conversao de T4 a T3 para uso no meio intracelular, contribuindo para a

concentragao celular de T3 e, assim, determinando sua agao local, independente da
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concentracdo plasmatica de horménio tireoideano (Bianco e cols., 2002; Kogai e Brent,
2005). As desiodases hipotalamicas e hipofisarias, especialmente a D2, possuem grande
importancia no controle do eixo hipotalamo-hipofise-tiredide (Schneider e cols., 2001;
Christoffolete e cols., 2006). Tal papel é evidente em modelo de delegdo desta enzima, no
qual os animais apresentam resisténcia ao feedback negativo exercido por T,, demonstrado
pela incapacidade do T, administrado a animais hipotireocideos em suprimir o TSH sérico
(Schneider e cols., 2001). Por outro lado, a D2 hipofisaria € regulada negativamente pelo
horménio tireoideano (Bianco e Kim, 2006), aumentando no hipotireoidismo e diminuindo no
hipertireoidismo. No entanto, aparentemente os tireotrofos possuem alta expressao de D2
que permite produgédo de T3 aumentada, mesmo com atividade reduzida desta enzima em
resposta a influéncia inibitéria de elevadas concentracdes de T, (Christoffolete e cols.,
2006).

Os mecanismos pelos quais as desiodases hipofisarias tém menor atividade nos
animais tratados com 6leo de peixe do que com d6leo de soja ndo podem ser elucidados pelo
nosso trabalho. No entanto, parece ser independente das concentragdes de hormdnio
tireoideano sérico, ja que estas ndo variaram entre os grupos. Nao existem trabalhos, do
nosso conhecimento, que estudem a influéncia das vias de PPAR, ativadas pelos AGPI, nas
desiodases hipofisarias. Entretanto, o aumento da atividade da D2 em cultura de mioblastos
de camundongos e humanos estimuladas por agonista de PPARYy ja foi descrito (Grosovsky
e cols., 2008), assim como, foi identificado um sitio responsivo ao PPARy no promotor do
gene da D2 (Fiorito e cols., 2007).

Quanto as possiveis consequéncias funcionais da menor atividade de D1 e D2
hipofisaria, estas estariam envolvidas na secre¢do de TSH e hormdnio do crescimento (GH).

Apesar do TSH nao estar alterado significativamente, houve tendéncia a maior
concentracao nas dietas com 6leo de peixe do que com d6leo de soja. Isto poderia ser
correlacionado com a menor atividade da desiodase hipofisaria, gerando menos T3
intracelular, levando a maior secrecdo de TSH e consequientemente de horménio

tireoideano. Este mecanismo restabeleceria a supressao, retornando o eixo a um patamar
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de normalidade. Como se trata de um tratamento crénico poderiamos especular que a
menor atividade das desiodases hipofisarias possam ser um mecanismo adaptativo
suscitado pela dieta rica em 6leo de peixe para a manutencao da faixa de normalidade de
secrecao dos horménios tireoideanos

A alteragdo na concentracdo sérica de TSH em resposta ao tratamento crénico com
alta concentracdo de AGPI n-3 ja foi descrita por Clandinin e colaboradores (1998) que
relataram aumento de TSH na vida adulta de animais que receberam desde a gestagao
concentragoes altas de DHA (AGPI n-3), comparado aqueles que receberam dieta contendo
menor percentual de AGPI n-3.

Entretanto, dada a pequena parcela de tireotrofos presentes na hipofise, esta menor
atividade da desiodase hipofisaria no grupo tratado com éleo de peixe poderia ser reflexo
mais importante de outros tipos celulares presentes em maior parcela neste tecido, como os
somatotrofos (Genuth, 2004).

A atividade da D1 e D2 hipofisaria também parece modular a agcdo dos hormdnios
tireoideanos na producao de outros hormdnios hipofisarios, como o GH. O aumento da
atividade da D2 no estado de hipotireoidismo aumenta a responsividade do GH ao hormdnio
tireoideano, abolindo a correlagdo existente no estado hipertireoideo entre concentragéo
sérica de GH e de hormoénio tireoideano (Volpato e Nunes, 2001). A reducdo na atividade da
D2 hipofisaria observada no nosso modelo poderia favorecer a menor acao estimulatéria do
horménio tireoideano sobre o GH, promovendo menor concentragao sérica deste hormonio
e assim, alteragcdo do padrdo de ganho de peso, com redugcdo de massa protéica da
carcaga. Entretanto, a maior massa das visceras, como o coragido e figado & evidéncia
contra esta hipdtese, ja que se esperaria o contrario na deficiéncia de GH/IGF-1. Além disto,
ndo ha dados na literatura que suportem esta hipotese. Ao contrario, Clandinin e
colaboradores (1998) relatam que a administracdo a ratos do AGPI n-3 DHA desde a
gestacdo até a sexta semana de vida, ndo alterou a concentracdo sérica de GH quando

comparado a dieta contendo menor percentual de AGPI n-3.
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5 CONCLUSAO

Em resumo, neste trabalho observamos que a dieta normolipidica contendo 6leo de
peixe, ofertada desde o nascimento até a vida adulta, promoveu alteragdes na composicao
corporal e no perfil lipidico de carater benéfico em ratos. A série de mecanismos até entao
descritos para a promocao deste efeito, n&do incluiam a modulagdo dos hormodnios
tireoideanos, apesar deste caracterizar um candidato potencial, dados os seus efeitos sobre
o metabolismo lipidico. O modelo experimental sugeriu maior agdo dos hormonios
tireoideanos no tecido hepatico dos animais que receberam a dieta contendo éleo de peixe,
promovida pela maior expressdo do TRp1, sem alteragdo da concentragdo sérica do
horménio. Esta maior acdo do hormdnio foi refletida pela maior atividade da enzima aGPD
hepatica, entretanto, a D1 hepatica manteve-se inalterada. Além dos efeitos hepaticos, a
dieta pareceu modular levemente o eixo-hipotalamo-hipofise-tiredide, através da modulagao
negativa da atividade das desiodases hipofisarias, promovendo mecanismo favorecedores
para o aumento da sintese do horménio, que nao foi refletido em aumento da concentracao
sérica. Os dados sugerem que o 6leo de peixe é capaz de intensificar a agdo hepatica dos
horménios tireoideanos, contribuindo para os efeitos hipolipemiantes promovidos pela dieta.

Portanto, os AGPI n-3 presentes no 6leo de peixe, sdo capazes de influenciar as vias
de sinalizagdo dos horménios tireoideanos, modulando assim, suas acbes hepaticas e
hipofisarias. Estas alteragcdes poderiam, potencialmente, contribuir para as alteracbes na

composigao corporal e perfil lipidico promovidas pela dieta.
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