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Resumo

Introdugiio: Acidos graxos dietéticos sdo associados ao desenvolvimento de doengas
cronicas, além de serem os principais componentes do tecido adiposo, o qual ¢ um importante
orgdo regulador do metabolismo. Objetivo: No presente estudo foram avaliados os efeitos das
dietas ricas em acidos graxos trans e poliinsaturados da série n-6 e n-3 na expressdo génica
(RNAm) de resistina, fator de necrose tumoral alfa (TNFa), adiponectina, leptina, fator de
transcricdo PPARY pelo tecido adiposo branco e parametros bioquimicos plasmaticos.
Métodos: Ratas Wistar foram divididas em 3 grupos onde cada grupo recebeu dieta
isocaldrica normolipidica contendo 6leo de soja (rica em 4cido graxo poliinsaturado n6 -GS),
6leo de peixe (rica em 4cido graxo poliinsaturado de cadeia longa n3 -GP) ou gordura vegetal
parcialmente hidrogenada (rica em acidos graxos trans —GVPH). As diferentes dietas foram
oferecidas desde a gestacdo até o 120° dia de vida pds natal, para os 3 diferentes grupos
estudados (n=6/grupo). Nos filhotes machos, aos 120° dias de idade, avaliamos: ingestao
alimentar, massa corporal, concentracdo plasmatica de triglicerideo (TG), colesterol total
(CT), HDL-colesterol, acido graxo ndo esterificado (AGNE), glicerol, glicose, insulina e as
relacdes CT/HDL-colesterol e insulina/glicose, composicdo percentual de &4cidos graxos
plasmatico e no tecido adiposo branco retroperitoneal (TABR). Para a andlise da expressao
dos genes resistina, TNFa, adiponectina, leptina e PPARY no TABR foi utilizado a técnica de
RT-PCR em tempo real. Resultados: Aos 120 dias observamos: a) menor ingestdo alimentar
na fase pos desmame e maior ganho de massa corporal nos animais do GVPH; b) menor
percentual plasmatico e incorporacdo pelo TABR no total de acidos graxos poliinsaturados e
presenca de acidos graxos frans no grupo GVPH, maior percentual no plasma e no TABR de
acidos graxos poliinsaturados da série n-6 no GS e acidos graxos poliinsaturados de cadeia
longa da série n-3 no GP; c¢) menor concentragdo plasmatica de TG, CT, HDL-colesterol,
AGNE, glicerol e glicose no GP e maior razao CT/HDL-colesterol e insulina/glicose e maior
concentragdo plasmatica de insulina no grupo GVPH; d) maior expressdo dos genes resistina e
TNFa e menor de adiponectina e PPARY pelo TABR do GVPH, além de maior expressao de
PPARY e menor de leptina no GP; e) correlagdo positiva entre PPARy e leptina (r= 0.93,
P<0.05) pelo TABR do GS e correlagdo negativa entre PPARy e TNFa_ (r= -0.89, P<0.05)
positiva em relacdo a adiponectina (r= 0.86, P<0.05) e negativa entre resistina e adiponectina
(r=-0.83, P<0.05) no TABR do GVPH. Conclusdes: A ingestdo de gordura hidrogenada, rica
em 4cidos graxos trans, bem como a de acidos graxos poliinsaturados da série n-6 e n-3
promoveram modificagdes na expressdo de adipocinas ¢ de PPARY pelo tecido adiposo
branco retroperitoneal dos animais estudados na maturidade. Assim, esses dados sugerem que
o tipo de 4cido graxo dietético, oferecido desde o periodo perinatal, pode afetar a fungdo

enddcrina do tecido adiposo com repercussdes no metabolismo energético em ratos.



Abstract

Introduction: Dietary fatty acids have been associated with the development of chronic
diseases and the fatty acids are the main components of adipose tissue which is an important
regulator organ of the metabolism. Objective: In the present study was evaluated the effects
of dietary trans and n-6 and n-3 polyunsaturated fatty acids on the expression of resistin,
TNFa, adiponectin, leptin and PPARY (mRNA) in retroperitoneal adipose tissue (RAT).
Methods: Female rats Wistar were fed isoenergetic and normolipidic diets containing soy oil
(rich in n-6 polyunsaturated fatty acid -SO), fish oil (rich in n-3 long chain polyunsaturated
fatty acid - FO) or hydrogenated fat (rich in frans fatty acid -HF). The different diets (3
groups with 6 rats/group) were offered to young males rats since gestation until the 120" day
of life.In the male rats, at the 120th days of age, we evaluated food intake, body weight,
triglyceride (TG), total cholesterol (TC), HDL-cholesterol, nonesterified fatty acid (NEFA),
glycerol, glucose, insulin levels and the TC/HDL-cholesterol and insulin/glucose ratio,
plasma and RAT fatty acids composition. The mRNA expression of resistin, TNFa,
adiponectin, leptin and PPARY was analyzed in RAT using real-time RT-PCR. Results: At
120 days we observed: a) lower intake in weaned rats and more body weight gain in HF
group; b) lower levels of plasmatic and RAT incorporation of polyunsaturated fatty acids total
in HF group and trans fatty acids were detected only in this group, reflecting the dietary fatty
acid composition. Plasma and RAT lipids of rats from fish oil group contained more long-
chain n-3 polyunsaturated fatty acids and soy oil group contained more n-6 polyunsaturated
fatty acids; c) the fish group had lower TG, TC, HDL-cholesterol, NEFA, glycerol and
glucose levels and the HF group showed higher CT/HDL-c and insulin/glucose ratio and
insulin levels; d) there was a higher resistin and TNFo, mRNA expression and lower
adiponectin and PPARY mRNA expression in RAT of HF group, furthermore a higher PPARyY
mRNA expression and lower leptin mRNA expression in RAT of SO group; e)
PPARY mRNA expression was positively correlated with leptin mRNA expression (r= 0.93,
P<0.05) in RAT from the SO group while it was correlated negatively with TNFa (r= -0.89,
P<0.05) and positively with adiponectin mRNA expression (r= 0.86, P<0.05) in RAT from
the HF group. This group also showed negatively correlation between resistin and adiponectin
mRNA expression (r= -0.83, P<0.05) in RAT. Conclusions: The hydrogenated fat intake, rich
in trans fatty acids as well as n-6 and n-3 polyunsaturated fatty acids, at the adult age, showed
modifications in expression of adipokines and PPARY in retroperitoneal adipose tissue.
Therefore, this data suggests that the kind of dietary fat offered in early life should affect the

endocrine function of adipose tissue with repercussions on energy metabolism in rats.



1 INTRODUCAO

A Organiza¢do Mundial de Saude (OMS) conceitua a obesidade como uma condigdo
na qual o acumulo de gordura no tecido adiposo ocorre de forma anormal ou excessiva, numa
extensdo em que a saude pode ser prejudicada. Na atualidade, esta condi¢do constitui
problema de saude publica mundial, que acomete todos os estratos da sociedade moderna,
indiscriminadamente, sendo a principal co-morbidade associada as doengas cronicas ndo
transmissiveis (DCNTs). O crescente aumento do sobrepeso e da obesidade, ndo se restringe
aos paises desenvolvidos e, principalmente nas ultimas décadas, esta em franca expansao nos
paises em desenvolvimento como o Brasil. Este quadro mundial, de propor¢des epidémicas, ¢
incompativel com a politica da OMS, que estabelece a meta da boa saude para todos (OMS,
2000; Pena e Bacallao, 2000).

Estudos epidemiologicos tém associado a obesidade desordens metabdlicas, incluindo
intolerancia a glicose, resisténcia a insulina, dislipidemia e hipertensdo, todas relacionadas
como fatores de risco para doengas cardiovasculares (Bray et al., 2002). A distribui¢do
regional do acumulo de tecido adiposo aparece como um importante indicador dessas
alteracdes metabodlicas e cardiovasculares (Wajchenberg, 2000).

Ha evidéncias de que o excesso de tecido adiposo visceral estd mais associado as
complicagdes metabolicas e hemodinamicas do que o acimulo de tecido adiposo subcutianeo
(Després, 2006). O tecido adiposo visceral apresenta elevada atividade lipolitica, liberando
acido graxo (AQG) diretamente na veia porta, expondo o figado a grande concentracdo deste
lipideo (Nielsen et al., 2004). Devido ao maior volume da massa adiposa visceral em obesos,

provavelmente ocorre um aumento dos acidos graxos livres circulantes e suas complicagdes

(Wajchenberg, 2000).



As cléassicas e reconhecidas fungdes do tecido adiposo no organismo humano, vém
sendo acrescidas, nos ultimos doze anos, propriedades distintas, incluindo o papel de 6rgao
multifuncional, produtor e secretor de inimeros peptideos e proteinas bioativas, denominadas
adipocinas. Este conceito emergente define para o tecido adiposo importante funcdo
enddcrina, mantendo intensa comunicacdo com os demais Orgdos e sistemas organicos

(Hauner, 2004).

As adipocinas influenciam uma variedade de processos fisiologicos, dentre eles, o
controle da ingestdo alimentar, a homeostase energética, a sensibilidade a insulina, a
angiogénese, a protecdo vascular e regulacdo da pressdo e coagulacdo sanguinea (Ahima e
Flier, 2000a). Adicionalmente, os adipocitos possuem atividade inflamatoria que, no caso de
hipertrofia e/ou hiperplasia, estdo associados a um processo cronico caracterizado por
alteracdes metabolicas e endocrinas que levam a infiltragdo de macréfagos e secrecdo de
inimeros marcadores inflamatérios (Trayhurn e Wood, 2004). A secrecdo de adipocinas
inflamatorias, a partir do tecido adiposo de individuos obesos, esta envolvida com a inibi¢ao
da sinalizacao insulinica e afeta o metabolismo sistémico (Eckel et al., 2005).

O consumo de lipideos, pela populacdo mundial, vem aumentando significativamente
nas ultimas décadas. O Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) refere que, em
varias regides do Brasil, o consumo de lipideo ultrapassa a quantidade recomendada pela

OMS (IBGE, 2004; WHO, 2003).

O lipideo ¢ considerado como um constituinte da dieta capaz de modular os processos
de diferenciagdo, crescimento e metabolismo celular. Nao somente a sua quantidade, mas
também a sua qualidade, tém importante influéncia nas fungdes celulares, contribuindo para o
desenvolvimento de DCNTs como o diabetes ou a ateroesclerose. A hipotese de que o seu
consumo excessivo e/ou variagdes qualitativas na dieta, poderiam alterar a funcdo endocrina

do tecido adiposo, modulando a secrecdo e expressdo de adipocinas tem merecido recente e



intensa investigagao cientifica (Bray et al., 2002; Flachs et al., 2006). A regulagdo da fungdo
celular por lipideos pode ocorrer pela modulagdo da composi¢do de acidos graxos da
membrana (Fickova et al., 1998) ou através de uma modificacdo direta na expressdo de genes,
agindo como fatores de transcri¢do (Roche, 2004). Particularmente, destaca-se entre outros, o

receptor gama ativado por proliferadores de peroxissoma (PPARY) (Evans et al., 2004).

Com o objetivo de prevenir e tratar certas doencas cardiovasculares e doencgas
inflamatoérias cronicas, diversas estratégias nutricionais vém sendo propostas. Os oOleos de
peixe sdo as principais fontes de dcidos graxos poliinsaturados de cadeia longa n3 (AGPICL),
como o acido eicosapentaendico (EPA) e o 4cido docosahexaendico (DHA), aos quais sdo
atribuidos efeitos benéficos no controle da inflamagao (Simopoulos, 2002a). De fato, estudos
indicam uma importante acdo antiinflamatdria associada a ingestdo dos AGPICL da série n-3,
inclusive na modulacdo enddcrina e metabdlica do tecido adiposo (Neschen, 2006; Todoric et
al., 2006).

A literatura sugere ainda que a ingestdo de diferentes fontes de AGPIs produz distintos
efeitos no metabolismo lipidico e no tecido adiposo, referindo que os AGPIs da série n-6
favorecem o aciimulo de gordura pelo tecido adiposo comparado aos AGPIs da série n-3
(Mizurini, 2006; Fickova et al., 1998). Simopoulos (2002b), em um trabalho de revisdo sobre
o tema, indica que quantidades excessivas de AGPIs da série n-6 e uma elevada razdo AGPI
n6/AGPI n3, situagdes tipicas da dieta ocidental atual, contribuem para muitas alteragdes
metabdlicas presentes nas DCNTs.

No contexto das alteragdes metabolicas envolvendo o tecido adiposo e as diferentes
fontes lipidicas, ainda sdo escassos os estudos acerca da ingestdo de gordura hidrogenada, rica
em acidos graxos trans. Estes AG sdo insaturados, possuindo pelo menos uma ligagdo dupla
com configuracdo trans (Young, 1986). Recentemente, o 4cido elaidico (C18:179), isomero

trans do &cido oléico, foi incluido entre os fatores dietéticos de risco para doengas



cardiovasculares (Dlouhy et al., 2003). Bray e colaboradores revisando a literatura acerca da
influéncia de diferentes AGs sobre a obesidade, resisténcia a insulina e inflamagao,
constataram que o acido elaidico pode aumentar a razao insulina/glicose (Bray et al., 2002).
Adicionalmente, a literatura refere que o consumo de AG trans associa-se positivamente com
marcadores inflamatérios (Mozaffarian et al., 2004a), resisténcia insulinica (Saravanan et al.,
2005), além de promover alteragdes no metabolismo de lipoproteinas (Hu ef al., 1997) e
expressao de genes (Saravanan et al., 2005).

Apesar do conjunto de informacdes e associacdes ja descrito, torna-se necessdria a
investigacdo dos mecanismos celulares e moleculares, através dos quais os diferentes acidos
graxos da dieta podem modular a fungio do tecido adiposo. E possivel supor que
conhecimentos desta natureza contribuam para a elucidacdo da fisiopatologia de algumas

desordens metabodlicas associadas as DCNTs.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Doencas cronicas nio transmissiveis e adiposidade visceral

A importancia das doengas cronicas ndo transmissiveis na caracterizagdo do perfil de
saude atual das populagdes ¢ extremamente relevante, tendo em vista que representam 45,9%
de todas as doengas notificadas mundialmente (WHO, 2002). Estimativas da OMS apontam
que as DCNTs sdo responsaveis por 58,5% de todas as mortes. No Brasil, estima-se que
apenas as doengas cardiovasculares e as neoplasias respondam por quase metade do total das
mortes por causa conhecida. Estima-se que em 2020, dois tercos das enfermidades serdo
atribuidos as DCNTs (Chopra ef al., 2002).

Estudos epidemiologicos transversais e prospectivos bem como a experimentagdo
envolvendo animais, tém comprovado, a exaustdo, a forte e freqiiente associagdo existente
entre DCNTs, dentre estas as doencas cardiovasculares, o diabetes, a obesidade e certos tipos
de cancer e um conjunto de fatores de risco, entre os quais destacam-se: o tabagismo, o
consumo excessivo de 4lcool, a adiposidade abdominal, a hipertensdo arterial, a
hipercolesterolemia, a alimentacdo inadequada e a inatividade fisica (WHO, 2003).

Segundo recente relatorio da OMS acerca das relagdes entre a dieta, a nutricdo e a
prevengdo de DCNTs, a associacdo entre o ganho de massa corporal, a obesidade abdominal,
o sedentarismo e o desenvolvimento de diabetes melitus tipo II é convincente e o consumo
alimentar habitual é considerado um dos principais fatores passiveis de modificagdo
relacionados ao desenvolvimento de DCNTs (OMS, 2004).

O consumo de dietas hipercaldricas e ricas em gordura, além do sedentarismo, sdo as
principais modifica¢des de estilo de vida, conseqiientes ao processo de industrializacdo e

constituem os principais fatores relacionados ao aumento da prevaléncia da obesidade



(Zimmet, 2003; Grubb, 2002), cujo reconhecimento acerca do seu crescimento acelerado esta
amplamente descrito na literatura. (Perdue et al., 2003; Chopra et al., 2002; Grubb, 2002;
Wellman e Friedberg, 2002; WHO, 2002).

Em 1956, Vague ja chamava a atencdo para a existéncia de padrdes distintos de
distribuicao da adiposidade corporal. Ao acumulo de gordura visceral com distribuicdo central
ou abdominal predominante, que caracteriza o perfil androide associavam-se disturbios
metabdlicos tais como hiperuricemia, dislipidemia e hiperglicemia, diferenciando-se
metabolicamente da adiposidade periférica ou gliteo-femural que define o padrao ginecédide
(Vague, 1956). Como descrito por Marin e colaboradores (1992), a adiposidade abdominal ¢
composta por tecido adiposo subcutdneo e intraabdominal, esta ultima sendo formada pela
gordura visceral ou intraperitoneal, principalmente composta pelos adipdcitos da regido
omental, mesentérica e retroperitoneal (Marin et al., 1992).

Estudos apontam a estreita relacdo existente entre gordura visceral, resisténcia a
insulina e risco cardiovascular (Chan et al, 2004; Ross et al., 2002; Bjorntorp, 1992).
Atualmente, a associacdo da adiposidade abdominal com outros disturbios metabolicos
também estd bem estabelecida. Pacientes com maior grau de resisténcia a insulina apresentam
maior deposi¢cdo intra-abdominal de gordura (Mokdad et al, 2003). Descreve-se ainda a
existéncia de correlagdo positiva entre a gordura visceral, a insulinemia e a glicemia, duas
horas ap6s sobrecarga oral de glicose, e as concentracdes séricas de triglicerideos e os valores
de pressdo arterial (Kopelman, 2000). H4 referéncias adicionais sugerindo que a obesidade
visceral também possa contribuir para o desenvolvimento de doenga arterial coronariana em

individuos ndo-obesos (Ruderman et al., 1998).



2.2 Tecido Adiposo Branco e Adipocinas

O tecido adiposo branco representa elevada propor¢cdo da massa corporal de
individuos adultos, cuja importante fun¢do metabdlica vem sendo elucidada ao longo dos
ultimos 50 anos (Greenberg e Obin, 2006; Hirsch et al., 1960).

O tecido adiposo sofre variacdo em funcdo tanto do volume quanto do nimero de
adipécitos. Um aumento na massa do tecido adiposo pode ocorrer por crescimento
hipertréfico — aumento do tamanho do adipdcito, decorrente, primariamente, do acimulo de
lipidios no interior da célula. De outro modo, o aumento por crescimento hiperpldsico —
aumento no numero de adipdcitos, ocorre, primariamente, por atividade mitdtica das células
precursoras (Hauner, 2004).

A hiperplasia também pode ser referida como o processo de adipogénese resultante do
recrutamento de novos adipdcitos, originados de células precursoras do tecido adiposo e
envolve a proliferacdo e diferenciacdo de pré adipdcitos (Hausman et al., 2001). O principal
processo relacionado a adipogénese € a proliferacdo das células tronco (stem cells) em pré
adipdcitos e a diferenciacdo dessas células em adipocitos. Nesta etapa de diferenciacdo ocorre
um recrutamento inicial de adipocitos imaturos e apdés ha um actimulo de lipidios nessas
células, formando assim um adip6cito maduro (Hausman et al., 2001).

O crescimento hiperplasico também pode ocorrer na idade adulta, tanto em ratos
quanto em humanos. Quando os adipdcitos acumulam lipidios e atingem um “tamanho
critico” (hipertrofia), as células precursoras sao estimuladas a se diferenciarem, resultando no
aumento do niimero de adipdcitos. O alcance do “tamanho critico”, provavelmente, nao
ocorre com o aumento moderado da ingestdo energética, exceto quando a longo prazo. Além
disso, existem, provavelmente, diferencas individuais neste “tamanho critico”, que irdo

resultar na formagdo de novos adipdcitos. Uma vez formados, os adipécitos perduram por



toda a vida e apenas uma redug¢do no seu tamanho ¢ possivel (Aihaud e Guesnet, 2004;
Hausman et al., 2001).

Os eventos moleculares envolvidos neste processo de alteragio no numero de
adipdcitos ocorrem mediante um complexo arranjo. A diferenciacdo do pré-adipdcito em
adipdcito ¢ um processo precisamente controlado. Fatores de transcricdo adipogénicos,
incluindo o receptor gama ativado por proliferadores de peroxissomas (PPARY), a proteina 1c
ligadora do elemento regulado por esterdis (SREBP-1c) e as proteinas ligantes ao
amplificador CCAAT (CAAT/enhancer binding protein — C/EBPs) desempenham um papel-
chave na complexa cascata de transcri¢cao e pds traducdo que ocorre durante a adipogénese
(Fonseca-Alaniz et al., 2006).

E classico o reconhecimento de que o metabolismo do tecido adiposo ¢é regulado por
inervagdo simpdatica e por agdo de varios hormdnios, como a insulina, o cortisol, as
catecolaminas, entre outros. O conhecimento cientifico produzido, especialmente nas ltimas
décadas, tem permitido ampliar a compreensdo dos mecanismos envolvidos na regulacdo e
funcdo deste tecido, caracterizando-o como oOrgdo multifuncional. Neste sentido, a
importancia metabolica do tecido adiposo vem se destacando pelo reconhecimento da sua
capacidade de produzir e secretar uma grande variedade de substancias que atuam tanto local
como sistemicamente, participando da regulacdo de diferentes processos, tais como: a fungdo
endotelial, a aterogénese, a sensibilidade a insulina e a regulacdo do balanco energético,
retroalimentando o seu proprio metabolismo. Atualmente, estas substancias biologicamente
ativas, secretadas pelo tecido adiposo, denominam-se adipocinas. Leptina, adiponectina,
resistina, fator de necrose tumoral — alfa (TNF-a), inibidor do ativador de plasminogénio-I
(PAI-I), incluem-se, entre outras, na lista destas moléculas bioativas (Fonseca-Alaniz et al.,

2006; Grundy, 2006).



Os mecanismos envolvidos com a atividade secretora dos adipdcitos permanecem sob
investigacdo, existindo davidas acerca dos processos humoral e/ou neural relacionados
(Dusserre et al., 2000). Alteragdes na massa de tecido adiposo estdo associadas com
mudangas nas fungdes metabdlicas e endocrinas dos adipdcitos. Neste sentido, concentragdes
circulantes de adipocinas apresentam-se elevadas na obesidade e em estados de resisténcia
insulinica, tanto em humanos quanto nos animais (Rexrode et al., 2003). A produgdo de
leptina, um importante regulador da ingestdo alimentar e estoque energético, estd mais
correlacionada com o aumento do nimero e volume do adipécito (Zhang et al., 2002). De
outro modo, a producdo de adiponectina, hormdnio que reduz a gliconeogénese hepatica e
eleva a oxidacdo lipidica muscular, encontra-se negativamente correlacionada com a
adiposidade (Matsuzawa, 2005). Entretanto, a maioria das adipocinas apresenta reducdo de
seu contetdo plasmatico quando ha perda de massa corporal (Arner, 2003).

A capacidade metabdlica do tecido adiposo também varia em funcdo da sua
localizagdo, subcutanea ou visceral, podendo contribuir de forma mais ou menos intensa para
a secrecdo de adipocinas especificas (Dusserre et al., 2000). Neste sentido, tem sido descrito
que a localizagdo do adipocito ¢ capaz de conferir caracteristicas metabdlicas sistémicas
distintas. Refere-se que o acimulo de gordura visceral demonstra, em geral, estimular mais a
producdo de adipocinas do que outros depodsitos de tecido adiposo, descrevendo-se ainda que
a adiposidade visceral produz maior impacto sobre a deterioracdao da sensibilidade a insulina
(Chan et al., 2004). O tipo de adipdcito que se encontra neste sitio tem intensa atividade
lipolitica, liberando grande quantidade de 4cidos graxos livres (AGLs) na circulagdo portal e
sistémica. O fluxo aumentado de AGLs tem sido relacionado a diminui¢do da sensibilidade
insulinica nos tecidos hepatico e muscular (Shulman, 2000).

Além de fibroblastos, pré-adipdcitos e adipécitos maduros, macrofagos também

constituem tipo celular presente no tecido adiposo e participam da sua fungdo enddcrina



(Dusserre et al., 2000). Weisberg e colaboradores (2003) mostraram que a acumulagdo de
macrofagos no tecido adiposo € proporcional a adiposidade, especialmente ao tamanho das
células adiposas. Esta situacdo esta relacionada com a producdo de moléculas pro-
inflamatorias pelos adipdcitos. Adipocitos de menor tamanho promovem uma homeostase
metabdlica, enquanto que os maiores, freqiientemente observados em caso de obesidade,
recrutam macrdéfagos, promovem inflamagcdo e a liberagdo de varias adipocinas que
predispdem a resisténcia a insulina (Weisberg et al., 2003). Assim, o tecido adiposo ¢
reconhecido como potente fonte de mediadores pro-inflamatorios, caracterizando inclusive a
obesidade como um estado de inflamacao cronica do tecido adiposo. Atribui-se a agdo destas
substancias, danos vasculares potenciais, resisténcia a insulina e aterogénese (You et al.,
2004).

O interesse acerca da melhor e maior compreensdo dos mecanismos biomoleculares
envolvidos na génese e acdo metabdlica do tecido adiposo tem se mostrado crescente nas
décadas recentes. A literatura ainda oferece informagdo incompleta a respeito dos
mecanismos capazes de explicar a associa¢do entre a obesidade e outras doencas metabdlicas
e vasculares a ela relacionadas, entre estas: o diabetes, as dislipidemias, a aterosclerose e a
hipertensdo. Credita-se a elucidacdo das fungdes fisioldgicas das adipocinas, possibilidade de
ampliar a compreensdo dos referidos mecanismos, podendo representar avango importante na
prevengdo e terapéutica dessas doengas, cuja prevaléncia tem se mostrado elevar em
diferentes paises em desenvolvimento (Bray et al., 2004) e, particularmente, no Brasil

(Saldiva et al., 2004; Florencio et al., 2004).

2.2.1 Leptina
A leptina ¢ uma proteina constituida por 167 aminoécidos, produto do gene Ob, que

foi inicialmente clonado e seqiienciado em camundongos e sua expressdo ocorre



principalmente no tecido adiposo branco de diversas espécies de vertebrados, incluindo o rato
e o homem. Sua secrecdo pelos adipocitos € proporcional a adiposidade corporal (Clement,

1999).

Inimeras evidéncias, especialmente respaldadas nos experimentos envolvendo a
utilizagdo de animais, indicam que a leptina age no sistema nervoso central (SNC) inibindo a
ingestao alimentar e ativando a termogénese, justificando o seu envolvimento no controle da
adiposidade corporal e regulacdo do balango energético. Esta adipocina age em receptor
hipotaldmico iniciando uma cascata de eventos envolvidos nos mecanismos de modulac¢do da
inibicdo da ingestdo de alimentos e estimulo do gasto de energia. Por estas caracteristicas, ¢
apontada como um fator periférico que leva ao SNC a informacdo sobre o estoque lipidico
organico e, mais do que isto, desencadeia as respostas necessarias para a manutencdo da
estabilidade deste estoque, ocorrendo que sua expressao e fungcdo normais sdo essenciais para
evitar obesidade (Schawartz et al., 2000). Sob condigdes normais, o aumento da massa
adiposa determina elevagdo nos teores circulantes de leptina, que alcanga receptores no
hipotdlamo, promovendo uma reducdo na ingestdo de alimentos (Zhang et al., 1994).
Reconhece-se, entretanto, que na grande maioria das obesidades humanas e em modelos
experimentais com roedores, as concentracdes de leptina estdo aumentadas, indicando a

existéncia de uma resisténcia a adipocina (Maffei et al., 1995).

Em 1997, Montague e colaboradores, ao estudarem duas criangas portadoras de
obesidade mérbida que apresentavam concentragdes séricas reduzidas de leptina, encontraram
uma mutagdo envolvendo uma dele¢do no codon 133 do locus Ob. A obesidade severa
presente nestes dois individuos, congenitamente deficientes em leptina, forneceu a primeira
evidéncia genética de que esta adipocina seria um importante regulador do balango energético
na espécie humana (Montague ef al., 1997). Tentativas buscando a reducdo da massa corporal

humana, através da administracdo didria de leptina mostraram-se ineficazes. Sendo assim, a



procura de mutacdes do gene Ob em humanos obesos, portadores de obesidade "comum" (nao
morbida) ndo tem levado a resultados positivos (Maffei et al.,1996). Mais recentemente,
Farooqi e colaboradores (2002) mostraram que criangas obesas, portadoras de deficiéncia
congénita de leptina, quando tratadas com esta adipocina, reverteram o quadro de obesidade
(Farooqi et al., 2002). Assim, humanos ou animais com muta¢des que resultam em uma
absoluta deficiéncia na habilidade de produzir leptina ou com defeitos genéticos no seu

receptor sdo marcadamente hiperfagicos e obesos morbidos (Ahima e Flier, 2000b).

Entre as respostas observadas na deficiéncia e/ou resisténcia a leptina cita-se, além da
hiperfagia e da redugdo da termogénese, a resisténcia a insulina, na presenca de
hiperinsulinemia (Abe et al., 1989). Neste sentido, em roedores obesos, tanto a deficiéncia
quanto a resisténcia a leptina, estd acompanhada de severa resisténcia a insulina. Esta
condi¢do ¢ rapidamente melhorada pela administragdo de leptina em ratos deficientes, até
mesmo antes da reducdo da massa corporal. Ha indicios de que a leptina exer¢a agdo direta e
inibitoria sobre a secrecdo hepatica de glicose (Seufert et al., 1999). Outras evidéncias
sugerem que a leptina promove a oxidacdo de triglicerideos do tecido adiposo, reduzindo a
acumulagdo de gordura, inibe a lipogénese e estimula a lipolise, beneficiando assim a
sensibilidade a insulina (Yildiz e Haznedaroglu, 2006; Ahren e Havel, 1999). A literatura
ainda se mostra controversa em relagdo a este tema, sendo necessarios mais estudos a fim de

melhor elucidar a fung@o da leptina na sensibilidade insulinica.

Ha ainda um crescente acumulo de evidéncias no sentido de que um aumento
excessivo na expressao de leptina, caracterizado como um mecanismo de resisténcia a agao
dessa adipocina provoca um efeito pro-inflamatorio, atuando com um horménio prod
trombotico, favorecendo o desenvolvimento de doengas cardiovasculares (La Cava ¢
Matarese, 2004; Cooke e Oka, 2002; Konstantinides et al., 2001; Sierra-Honigmann et al.,

1998).



2.2.2 Adiponectina

Em meados de 1990, uma proteina expressa exclusivamente pelo tecido adiposo,
demonstrando importantes efeitos sobre o metabolismo, foi identificada e denominada
adiponectina. Em contraste a maioria das proteinas secretadas pelos adipdcitos, sua expressao
diminui na medida em que o tecido adiposo aumenta (Ouchi et al., 1999) e sua concentracao
no soro encontra-se reduzida em individuos e roedores obesos ou resistentes a insulina. Foi
sugerido que individuos com concentragdes circulantes elevadas de adiponectina estdo menos
sujeitos ao desenvolvimento de diabetes tipo II, quando comparados aqueles com

concentragdes reduzidas desta adipocina (Spranger et al., 2003).

Efeitos anti-aterogénicos também tém sido atribuidos a esta adipocina. Adiponectina
demonstra capacidade de inibir a adesdo de monocitos ao endotélio vascular, a transformagao
de macrofagos em células espumosas (foam cells) e a expressdo de moléculas de adesdo,
suprimindo inclusive a expressdo do TNF-a induzida por estas moléculas de adesdo.
Concentracdo plasmatica reduzida de adiponectina também se associa significantemente com
risco de doencas cardiovasculares em humanos. Neste sentido, a adiponectina circulante
parece proteger o endotélio vascular contra a maioria dos processos envolvidos na
etiopatogenia da aterosclerose. Em individuos que apresentaram uma redug¢do nos teores
circulantes da adipocina, foram observadas varias disfungdes metabolicas associadas. Grande
parte destes manifesta diabetes, hipertensdo, dislipidemia e aterosclerose (Funahashi et al.,

2004).

Concentracdes séricas diminuidas de adiponectina plasmatica também mostraram
associacdo com o aumento do risco de alguns tipos de cancer como o de intestino ¢ de mama

(Wei et al., 2005; Mantzoros et al., 2004).



Mais recentemente, Qi e colaboradores (2004) demonstraram que adiponectina
também pode atuar no SNC, regulando a homeostase energética e reduzindo a massa corporal
(Qietal, 2004).

Yamamoto e colaboradores (2002), estudando japoneses com adequacdo de massa
corporal, demonstraram que a concentracdo plasmatica de adiponectina correlacionou-se
negativamente com diversos pardmetros estudados, dentre eles: o indice de massa corporal
(razdo entre o peso do individuo, expresso em quilogramas e a sua estatura, expressa em
metros, elevada ao quadrado), a pressdo arterial, a glicemia de jejum, a resisténcia a agdo da
insulina e as concentracdes plasmaticas de insulina, colesterol total, LDL-colesterol,
triglicerideo e 4acido urico. Correlagdo positiva somente foi demonstrada para o HDL-

colesterol (Yamamoto ef al., 2002).

Modelos experimentais com roedores tém sido bastante uteis para o estudo controlado
das acdes da adiponectina bem como dos mecanismos capazes de induzir a sua expressao.
Estudos desta natureza ja mostraram que manipula¢des nutricionais e terapéuticas envolvidas
na melhoria da sensibilidade a insulina, tais como a restri¢do energética, levando a reducdo da
massa corporal e o tratamento com tiazolidinediona (TZD), aumentam a expressdo génica de
adiponectina bem como o seu conteudo circulante. Contrariamente, TNF-a e interleucina-6
(IL-6) mostraram-se constituir potentes inibidores da expressdo e secre¢do de adiponectina
(Maeda et al., 2001). A utilizacdo de modelos experimentais com ratos obesos ou diabéticos
mostrou ainda que a administracdo de adiponectina recombinante reduz a glicemia e melhora
a resisténcia a insulina (Berg ef al., 2002). Foi sugerido que o efeito da adiponectina na
melhoria da sensibilidade a insulina ¢ mediado, pelo menos em parte, por um aumento da
oxidagdo de gordura por ativacdo da enzima adenina monofosfato quinase, em musculos

esqueléticos, semelhante a acdo sinalizada pela propria insulina. Além disso, a adiponectina



também ativa essa enzima no figado, resultando na reducdo da producdo de glicose hepatica

(Yamauchi et al., 2002).

2.2.3 Resistina

A resistina constitui adipocina recentemente identificada, pertencente a uma familia de
proteinas rica em cisteina, encontrada em processos de inflamacdo. A resistina ¢ expressa
principalmente pelo tecido adiposo visceral em roedores (Steppan e Lazar, 2004) e alguns
autores sugerem que sua secre¢do estd fortemente relacionada a resisténcia a insulina. De fato
tem sido verificado o aumento nas concentragdes de resistina em animais obesos e diabéticos
(Steppan et al., 2001). H4 ainda evidéncias de que a obesidade induzida por dietas
hiperlipidicas bem como mutacdes do gene da leptina estdo associadas com elevadas
concentragdes circulantes de resistina (Savage e Sewter, 2001).

Resistina administrada intraperitonealmente eleva a glicemia plasmatica e induz a uma
significante resisténcia insulinica hepatica (Rajala et al., 2003). A utilizagcdo de protocolo
experimental envolvendo a administragdo de resistina recombinante em ratos mostrou
aumento da resisténcia a insulina sistémica e diminui¢do do transporte de glicose estimulado
pela insulina. De outro modo, a administragdo do anticorpo anti resistina produziu efeito
contrario (Steppan et al., 2001). Resultados semelhantes foram obtidos em ratos obesos,
quando a administracdo de anticorpos anti resistina, promoveu reducdo da glicemia e
melhorou a sensibilidade a insulina (Janke et al., 2002).

A literatura cientifica reine um grande nimero de evidéncias que sugere a existéncia
de associagdo positiva entre resistina, obesidade e diabetes. Entretanto, ainda ndo ha consenso
a este respeito. Ukkola (2002) e Steppan e Lazar (2004), em seus trabalhos de revisdo, citam
alguns resultados em que a resisténcia insulinica e o acimulo de massa adiposa podem nao

estar associados ao aumento da expressdo de resistina em humanos. De qualquer modo, o



envolvimento da resistina no processo inflamatdrio cronico associado a obesidade constitui
hipétese alternativa capaz de justificar a presenca desta proteina no tecido adiposo de

individuos obesos (Gomez-Ambrosi ¢ Fruhbeck, 2001).

2.2.4 Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-a)

O tecido adiposo produz varias citocinas pro-inflamatdrias incluindo-se entre estas, o
fator de necrose tumoral-a que contitui um produto dos macréfagos relacionado a distirbios
metabolicos e processos cronicos de inflamagdo (Coppack, 2001). As primeiras informagdes
acerca das acdes biologicas associadas ao TNF-a definiam um envolvimento na resisténcia a
insulina, reducdo da massa corporal e anorexia. O aumento da lipolise decorreria do estimulo
proporcionado pelo TNF-a na expressdo da enzima lipase hormonio sensivel (HSL), além de
levar & diminui¢do da atividade da lipase lipoprotéica (LPL) (Fried e Zechner, 1989; Patton et
al., 1986).

Entretanto, investigacdes mais recentes tém revelado que a expressao de TNF-a esta
aumentada na obesidade e diminui com a redugdo da massa corporal, melhorando a
sensibilidade a insulina (Hotamisligil, 2000; Fruhbeck et al., 2001). H4 ainda referéncias de
que triglicerideos e acidos graxos livres exercam forte influéncia na indugdo da expressdo de
TNF-a (Nguyen et al., 2005).

Roedores tratados com dieta hiperlipidica apresentaram aumento significativo da
expressdo de TNF-a e alteragdo da via de sinalizacdo insulinica in vivo (Morin et al., 1997).
Anticorpos anti TNF-a melhoram a sensibilidade a insulina em roedores obesos, enquanto que
animais deficientes de TNF-a, mesmo quando submetidos a dieta hiperlipidica, apresentam-se
“protegidos” em relagdo ao desenvolvimento de obesidade com resisténcia a insulina (Guerre-
Milo, 2004). H4 ainda indicios de que o aumento da expressdo génica de TNF-a no tecido

adiposo bem como a sua elevada concentracdo plasmatica poderiam induzir a obesidade, em



parte, por alterar a liberagdo na circulagao de outras adipocinas, como a adiponectina (Ruan et

al., 2002; Maeda et al., 2001).

2.3 — Receptor Ativado por Proliferador de Peroxissoma y (PPAR vy)

O receptor ativado por proliferador de peroxissoma (peroxisome proliferator activator
receptor - PPAR) ¢ uma subclasse da familia de receptores nucleares que atuam como fatores
de transcri¢do regulados por ligantes. Trés isoformas de PPAR foram identificadas PPAR a, B
(ou 0) e vy, as quais sdo codificadas por genes especificos, com padrao distinto de expressao
em anfibios, roedores ¢ humanos (Kota et al., 2005). Dessa forma, os membros da familia dos
PPARs desempenham importantes fungdes no metabolismo, embora com atuagdes especificas
para diferentes tipos celulares.

O receptor gama ativado por proliferadores de peroxissomas (peroxisome proliferator
activator receptor gamma - PPARY) ¢ fundamental para a manutencdo da homeostase
energética e adipogénese (Gurnell, 2005). Atribui-se ao PPARy acdo sobre a regulagdo da
diferenciacdo adiposa bem como sobre a modulacdo da expressdo de genes associados a
sintese e armazenamento de lipideos em adipdcitos (Walczak e Tontonoz, 2002).

O PPARY pode ser encontrado sob trés isoformas (PPARy1, PPARY2 e PPARY3), cuja
distribuicdo e atividades vém sendo intensamente investigadas. PPARY2 ¢ expresso
exclusivamente em adipocitos, enquanto que PPARy1, também expresso no tecido adiposo, €
encontrado em musculos, macréfagos, entre outros tecidos. O subtipo PPAR y3, descrito mais
recentemente, foi identificado no coélon, tecido adiposo e células monocitdrias (Khan e
Heuvel, 2003).

A funcdo do PPARy como fator de transcricdo ¢ ligante dependente. Assim, PPARy,

quando ativado por ligantes, modula a expressao de genes através da sua ligacdo ao elemento



responsivo ao PPAR (PPRE — peroxisome proliferator response element) que esta localizado
na regido regulatoria dos genes que estdo sob controle transcripcional. Para ligar-se ao PPRE
com grande afinidade, promovendo uma ativagdo efetiva da transcri¢do, o PPAR requer um
fator protéico adicional, denominado receptor do acido 9-cis retindico (RXR). Assim PPARs
se heterodimerizam com os RXR, formando um complexo capaz de, entdo, ligar-se ao PPRE
(Kota et al., 2005).

O PPARy pode ser ativado por inumeros ligantes. Esses, por sua vez, podem ser
naturais (enddgenos), como sdo os acidos graxos e derivados ou sintéticos, como as drogas
antiinflamatdrias, hipolipidemiantes e antidiabéticas (Schoonjans et al., 1997) (figura 1). A
ativacao por acidos graxos foi primeiramente descrita por Gottlicher e colaboradores (1992).
Esta descoberta foi o primeiro indicio de que os 4cidos graxos podem ser moléculas
sinalizadoras que controlam a atividade de receptores nucleares e, conseqiientemente, a
expressdo de genes. Alguns estudos sugerem que a expressdo de PPAR encontra-se sob
controle hormonal, de acidos graxos e de citocinas (Kota et al, 2005). Estudos acerca da
regulacdo da expressdo de genes que codificam o PPARy bem como da modulacido de sua
atividade estimuladora do processo de transcricio vem sendo intensamente investigados na
atualidade.

Assim, hd descricdo acerca da agcdo molecular do PPARy ativado. Neste sentido,
refere-se que a sua ativacdo contribui para a diferenciacdo de adipdcitos que culmina com a
maturagdo de pré adipdcitos em adipocitos maduros e favorece a acumulagdo de
triglicerideos. Considerada esta acdo do PPARY, a literatura tem mostrado que o aumento da
massa corporal, resultante do processo iniciado pela ativacdo do PPARY, esta associado a um
aumento do tecido adiposo subcutdneo concomitante a redu¢do do contetido de gordura
visceral (Miyazaki et al., 2002). Esta redistribui¢do da massa adiposa tem sido atribuida a um

mecanismo denominado “remodelagdo do tecido adiposo branco”, que consiste na



diferenciacdo de pré-adipdcitos em pequenas células de gordura bem como na apoptose de
adip6citos hipertroficos diferenciados, tanto nos depositos de gordura visceral quanto
naqueles subcutaneos (figura 1) (Auwerx, 1999). Os novos adip6citos formados possuem
todas as enzimas para a lipogénese e apresentam melhor sensibilidade a insulina em relagao
ao transporte de glicose e inibicdo da lipolise. Cita-se também a ocorréncia de aumento da
sensibilidade insulinica no tecido hepatico e muscular (Miyazaki et al., 2002). Sugere-se que
este efeito secundario atribui-se ao menor conteudo plasmatico de acidos graxos livres,
provenientes de adipdcitos de menor tamanho (Auwerx, 1999).

Adicionalmente, ja foi descrito para o PPARy participagdo na fisiopatologia de
diferentes DCNTs, dentre elas, a obesidade, diabetes, aterosclerose e cancer, principalmente
por sua importante participagdo no controle do metabolismo energético e regulagdo do
processo inflamatorio (Walczak e Tontonoz, 2002).

O diabetes do tipo II e doengas cardiovasculares parecem estar relacionadas com a
alteracdo da producdo de algumas adipocinas, tais como leptina, resistina, adiponectina e
TNF-a (Trayhurn e Beattie, 2001). O PPARYy parece atuar também como modulador da
expressdo dessas adipocinas (Evans et al., 2004).

O reconhecimento da participagdo do PPARY no controle do processo inflamatdrio ¢
recente. A ativacdo do PPARY parece ter efeitos antiinflamatdrios. Sugere-se que este efeito
seja devido ao fato de que a atividade estimuladora do processo de transcricdo do PPARy
antagoniza a de outros fatores de transcri¢do, como, por exemplo, a do fator nuclear kbeta
(NFkB), responsavel pelo controle da expressdo de genes pré inflamatérios (Daynes e Jones,

2002).
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Figura 1. Ativacdo de PPARY e seus efeitos na remodelacdo do tecido adiposo (Adaptado de

Auwerx, 1999).

2.4 — Acidos Graxos e Expressio de Genes pelo Tecido Adiposo Branco

Acidos graxos constituem macronutrientes cuja ingestdo dietética prové o organismo
de energia e de elementos utilizados para a sintese de lipideos complexos. Diferentes fungdes
organicas lhes sdo atribuidas, destacando-se dentre estas, o seu efeito sobre a expressdo

génica, cuja elucidacdo vem sendo tema de pesquisas mais recentes. Significativas alteragdes



metabolicas e nos processos de diferenciacdo e crescimento celular podem resultar desta agao
dos AG (Clarke, 2004).

Os efeitos dos AGs sobre a expressdao génica podem ser mediados por receptores, que
reconhecem e se ligam a moléculas especificas. Quando uma molécula sinalizadora
extracelular ¢ lipofilica, como sdo os AGs, ela pode atravessar a membrana, por difusdo
simples ou facilitada e se ligar a receptores intracelulares. Ao contrario dos receptores de
membrana, que ativam cascatas de segundos mensageiros, os receptores intracelulares
(citoplasmaticos ou nucleares) sdo fatores de transcricdo que exercem sua funcgdo reguladora
diretamente no promotor (regido reguladora) de genes-alvo (Madsen et al., 2005).

Acidos graxos podem influenciar a expressio de adipocinas, diretamente, por sua
interacdo com fatores de transcricdo, como PPARY ou, indiretamente, por mecanismos ainda
desconhecidos, possivelmente relacionados a oxidagdo, sintese ou estoque de AG (Drevon,
2005). Neste sentido, o fato de que AGs constituem componentes fundamentais do tecido
adiposo branco, permite supor que o seu conteido bem como as suas diferentes estruturas
moleculares (qualidade), podem influenciar de forma distinta a expressao de adipocinas. Esta
hipotese ¢ compativel com o que a literatura disponibiliza acerca do fato de que as
propriedades fisico-quimicas das membranas sdo grandemente determinadas pela natureza dos
AGs incorporados a sua bicamada lipidica, as quais, por sua vez, podem atuar como segundo
mensageiros na membrana e no nucleo, influenciando fungdes celulares, incluindo a
responsividade hormonal (Vessby, 2000).

Adicionalmente, tem sido referido que a ingestdo de diferentes AGs pode modular o
sistema imune e o metabolismo. S3o propostos distintos mecanismos para a agdo moduladora
dos AGs, dentre eles: promocdo de alteracdo na fluidez da membrana, formacao de peréxidos

lipidicos, producdo de eicosanoides, ativagdo ou inibicdo de enzimas, por interacdo entre



moléculas e, regulacdo na expressdo génica de proteinas relacionadas ou ndo com o seu
préprio metabolismo (Calder, 2002; Pablo e Cienfuegos, 2000; Jump e Clarke, 1999).

A compreensdo dos efeitos bioldgicos dos diferentes AGs, especialmente sobre a
expressio génica do tecido adiposo, representa tema de abordagem complexa. A este respeito,

a literatura permanece controversa.

2.4.1 Acidos graxos poliinsaturados da série n-6 e n-3

Os acidos graxos poliinsaturados podem ser classificados, de acordo com a localizagao
da ultima dupla ligacdo em relacdo ao seu grupamento metil terminal, nas séries n-6 e n-3
(Siddiqui et al., 2004). Estes AGs constituem as duas familias de compostos derivados dos
acidos graxos essenciais (AGEs), acido linoléico (C18:2 n6) e acido a-linolénico (C18:3 n3),
cuja essencialidade justifica-se pelo fato de que ndo podem ser sintetizados pelo organismo
humano, a partir de outras moléculas de AG (Waitzberg, 1998; Jiménes et al, 1997).
Dessaturases especificas, ndo disponiveis nas células humanas, sdo necessarias para a
incorporacdo de duplas ligagdes na cadeia de carbono do AG, além do carbono 9 (Das, 2003;
Mahan e Scott-Stump, 1998; Jiménez et al.,1997; Stryer, 1996).

Obtidos, portanto, exclusivamente através da ingestdo de alimentos, os AGEs,
linoléico (C18:2 n6) e a-linolénico (C18:3 n3) podem ser dessaturados e alongados na
maioria dos tecidos organicos, formando AGs mais insaturados e de cadeia mais longa, que
sdo conhecidos como 4cidos graxos polinsaturados de cadeia longa (Uauy e Castillo, 2003)
(Figura 2). Os sistemas enzimaticos responsaveis pela alongagdo e dessaturacdo localizam-se
no reticulo endoplasmatico das células animais (Lochsen et al., 1997). As reagdes de
alongamento sdo catalisadas por enzimas situadas na fase citossdlica da membrana do reticulo
endoplasmatico. As rea¢des de dessaturacio (oxidacdo com formagdo de duplas ligagdes) sdao

catalisadas pelas enzimas A6 (delta-6), A5(delta-5) e A4(delta-4) dessaturases (Honstra, 1982).



O 4cido linoléico forma o acido y-linolénico (C18:3 n6), que é convertido em acido y-
di-homolinolénico (20:3 n6), o qual d& origem ao acido araquidonico (AA, 20:4 n6) (figura
2). O é4cido araquiddnico (AA; 20:4 n6), representa o AGPICL de maior importancia
metabolica derivado do acido linoléico. J& os acidos eicosapentaendico (EPA; 20:5 n3) e
docosahexanoico (DHA; 22:6 n3) constituem os AGPICL derivados do acido linolénico de
importancia fisiologica expressiva (Honstra, 2000; Waitzberg, 2000).

Os AGEs, linoléico e a-linolénico e seus metabdlitos possuem agdes bioldgicas
especificas. Os &cidos y-di-homolinolénico, AA e EPA sdo precursores das séries um, dois e
trés, respectivamente, dos eicosandides (Das, 2003). Entre estes compostos, incluem-se as
prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos e lipoxinas (Pompéia, 2002; Jiménez et al., 1997).
Estes mediadores bioquimicos sdo determinantes das propriedades bioldgicas das membranas
lipoprotéicas e responsaveis por diversos estimulos celulares envolvidos na inflamacgao,
infeccdo, doenca tecidual, modulag¢do do sistema imune, controle de transporte de ions através
das membranas, modula¢do da transmissdo sindptica, dentre outros (Das, 2003; Stryer, 1996;

Waitzberg, 2000).

Deste modo, a natureza do AG precursor (posi¢ao da primeira ligacdo dupla), constitui
um fator de varia¢do capaz de produzir eicosandides (metabolitos andlogos) com propriedades
biologicas distintas. A sintese destes diferentes eicosandides mostra-se capaz de ser orientada
em func¢do da disponibilidade de seus AGPI precursores. Os AGs da série n-6 podem levar ao
aumento das concentragdes de mediadores pro-inflamatdrios. JA os AGs da série n-3 sdo
precursores de mediadores com caracteristicas antiinflamatorias e biologicamente menos
potentes (Konig et al, 1997). Investigacdes conduzidas com individuos e animais de
experimentacao tém mostrado que os AGPIs da série n3 suprimem a resposta imune mediada
por células e que um desequilibrio na razdo n6/n3 pode levar a alteragdo na producdo de

citocinas e eicosandides pro-inflamatorios. Estas e outras evidéncias de natureza semelhante,



concorrem para o reconhecimento de que o aumento no consumo de AGPIs da série n-6 frente
ao da série n-3, caracteristica marcante da dieta ocidental, pode estar contribuindo para o
aumento da incidéncia de doencas cardiovasculares e de processos inflamatorios cronicos,

observado nos ultimos anos, nos paises do Ocidente (Calder, 2002).

Consideradas entdo as fontes alimentares de AGPI, a literatura refere que os AGPIs da
série n-6 sdo encontrados em muitos dleos vegetais comumente consumidos pela populagdo,
tais como o 6leo de milho, o de soja e o de girassol. Refere-se também que os AGPIs da série
n-3, como o 4cido a-linolénico, encontram-se em menor percentual nos 6leos vegetais, sendo
fontes destes, AGs de nozes e de linhaga. Os outros representantes da familia de AGPICL n-3,
EPA e DHA, sdo encontrados essencialmente em peixes e animais marinhos (Zamaria, 2004).

Conceito adicional necessario para a compreensdo dos eventos que relacionam a
ingestdo de diferentes AG e a modulagdo de processos inflamatoérios, dentre outros, diz
respeito ao reconhecimento de que o excesso ou deficiéncia de uma familia especifica de
AGE pode interferir com o metabolismo do AGE da outra familia. Existe uma competi¢do
entre os membros das diferentes familias por uma ou mais enzimas. O ponto critico ocorre na
etapa de dessaturacdo, particularmente na a¢do da delta-6-dessaturase, que controla uma etapa
limitante e parece ser dose-dependente (Waitzberg, 2000).

Ha outras evidéncias sugestivas de que os AGPICL da série n-3 (EPA e DHA) agem,
diretamente, como substitutos do AA inibindo o metabolismo dos AGs da série n-6 e, ainda,
indiretamente, alterando a expressao de genes envolvidos em processos inflamatdrios, através
da inibi¢do de fatores de transcricdo como o NFkB, funcionando assim como potentes agentes
antiinflamatorios (Zhao et al., 2004).

Diferentes mecanismos também tém sido propostos envolvendo AGPICL e processos
relacionados a resisténcia insulinica e doengas cardiovasculares. Neste sentido, Wilson ¢

colaboradores (2001) demonstraram que os AGPICL n-3, principalmente o EPA, funcionam



como ligantes de PPARY2 no tecido adiposo branco, resultando em uma coordenada ativagao
de varios genes envolvidos na lipogénese, transporte de AG e oxidagao lipidica (Wilson et al.,
2001). Através deste mecanismo, esses AGs, estariam implicados no processo de remodelagao
do tecido adiposo, que envolve principalmente a reducdo do tecido adiposo visceral e a
formagdo de adipdcitos menores e mais sensiveis a insulina, conforme ja descrito
anteriormente (Peyron-Caso et al, 2003). Além disso, EPA e DHA atuam como
hipolipemiantes e regulam a expressdo do transportador de glicose 4 (Glut4), facilitando o
transporte de glicose, exercendo efeitos protetores no desenvolvimento de doengas
cardiovasculares, resisténcia insulinica e obesidade (Lombardo e Chicco, 2006).

Informacgdes acerca dos efeitos dos AGPICL sobre a expressdo de adipocinas sdo
recentes e escassas. Ha referéncia de que os AGPICL da série n-3 inibem a produ¢ao de TNF-
o e suprimem a expressdo de leptina, provocando um efeito inibitério na expressdo de
resistina. Estes efeitos poderiam justificar os beneficios atribuidos a ingestao destes AGs na
sensibilidade insulinica e na protecdo de doencas cardiovasculares (Drevon, 2005; Das, 2002).
Recentemente, foi descrito que animais que receberam dieta rica em AGPICL n-3 comparados
aos que receberam dieta rica em AGPICL n-6, apresentaram aumento na concentragao
plasmatica e na expressao génica de adiponectina, além de uma redug@o nos teores sangiiineos
de triglicerideos, AGL e insulina, sugerindo melhor sensibilidade insulinica (Flachs et al.,

20006).
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2.4.2 Acido graxo trans

Um dos procedimentos tecnologicos mais utilizados no processamento dos Oleos e
azeites ¢ a hidrogenagdo catalitica, que permite obter formas solidas e semi-solidas dos 6leos
vegetais, facilitando o seu manejo e, principalmente, a sua estabilidade. O produto resultante ¢
menos suscetivel a oxidagdo e, em alimentos, substitui melhor a gordura animal que tende a
ser mais solida a temperatura ambiente (Lichtenstein, 1995).

A hidrogenacao dos oOleos ¢ um processo amplamente utilizado para obtencdo de
margarinas e gorduras para consumo doméstico e industrial (Pedersen, 1994). Durante este
processo, os acidos graxos insaturados, presentes nos triglicerideos que compdem os 6leos,
sdo hidrogenados em diferentes graus, dependendo da intensidade do processo (Smidovnick et
al., 1993). Quando a hidrogenacdo ¢ somente parcial, sdo obtidos produtos de menor ponto de
fusdo, semi-s6lidos, com algum grau de insaturagdo. Entretanto, também contém um
percentual de AG com isomeria posicional e geométrica diferente do produto original (Young,
1986).

Os AGs na natureza apresentam, em sua maioria, somente a isomeria tipo cis. Durante a
hidrogenagdo, as duplas ligagdes dos AG que formam os triglicerideos, mudam sua posi¢ao
espacial adquirindo uma isomeria geométrica trans, na qual os dois 4&tomos de hidrogénio da
dupla ligagdo encontram-se em lados opostos da molécula de AG (figura 3) (Ledoux et al.,

2000). Este processo faz com que o AG adquira maior estabilidade estrutural.



Isomeria cis-trans dos acidos graxos
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Estrutura esquematica dos isémeros cis e trans em comparagao
com a estrutura de um acido graxo saturado

Acido Oléico Acido Elaidico Acido Estearico
cis, C18:1, n9 trans, C18:1, n9 cis, C18:0

Figura 3. Isomeria cis-trans de acidos graxos (Ledoux et al., 2000).

Apesar dos AGs com isomeria cis serem 0S mais comuns na natureza, em nossa
alimentacdo habitual consumimos certa quantidade de AG frans proveniente dos produtos
lacteos e seus derivados (Wonsil et al., 1994) bem como das carnes dos animais ruminantes
(Beare-Rogers, 1988). Entretanto, nas ultimas décadas, em vérios paises, a maior fonte de AG
trans na alimentacdo humana estdo sendo as gorduras vegetais hidrogenadas (San Juan et al.,
1996). AGs trans também sdo encontrados em gorduras para frituras, doces e produtos
alimenticios industrializados, sendo os produtos do tipo fast food uma das principais fontes de
ingestao (Lichtenstein, 1995). Nesse sentido, alguns estudos tém procurado relatar a

estimativa do consumo didrio destes AGs. Recentemente, Bertolino e colaboradores (2006)



demonstraram que o consumo de acidos graxos frans estimado em uma comunidade
brasileira, foi muito acima (3-5%) do recomendado pela OMS a qual preconiza que o
consumo desse tipo de gordura deve ser menor que 1% das calorias totais da dieta (Bertolino
et al., 2006; WHO, 2003).

A literatura disponibiliza, na atualidade, um grande numero de dados tratando das
conseqiiéncias metabolicas e funcionais relacionadas ao consumo de gordura hidrogenada,
fonte de AG trans, por individuos e animais de laboratério. Neste sentido, ha referéncia de
que a elevada ingestdo destes AGs produz efeitos sobre o metabolismo de lipoproteinas, a
funcdo endotelial e a produgdo de mediadores pré-inflamatorios, envolvendo-se, por isso, com
o risco aumentado de desenvolvimento de doencas cardiovasculares (De Roos et al., 2001).
Informacgdes adicionais ampliam estes achados, mostrando que o consumo aumentado de AG
trans esta associado com o aumento nas concentragdes sistémicas de TNF-a, IL-6 e proteina
C reativa, considerados marcadores sistémicos inflamatérios, sugerindo agdo pro-inflamatéria
para estes AGs (Lopez-Garcia ef al., 2005; Mozaffarian et al., 2004b). Foi sugerido ainda que
o efeito pro-inflamatorio atribuido aos AGs frans pode ser parcialmente mediado pelo tecido
adiposo (Mozaffarian et al., 2006).

Outros achados, tanto em humanos quanto em animais, tém relacionado o consumo de
gordura hidrogenada, com uma diminui¢do na sensibilidade a insulina (Risérus, 2006).
Ibrahim e colaboradores (2005) demonstraram que ap6s a ingestdo de uma dieta, contendo 3%
de acidos graxos frans foi encontrado uma menor fluidez de membrana em adipécitos,
reduzindo o transporte de glicose estimulado por insulina, bem como um aumento nas
concentragdes de insulina e triglicerideos (Ibrahim et al., 2005).

Em trabalho recente, desenvolvido em nosso laboratorio, mostramos que modificagdes
na composicdo de AG da dieta materna, durante o periodo perinatal, produzida através da

ingestdo de dietas enriquecidas com gordura hidrogenada, promoveram alteracdes



metabolicas no tecido adiposo branco da prole, na idade jovem, conduzindo ao maior acimulo
de gordura nesse tecido bem como elevada adipogénese (Silva et al., 2006).

Protocolos experimentais envolvendo animais também ja mostraram que a ingestdo de
AG trans altera a expressdo génica do PPARy e resistina (Saravanan et al., 2005), além de
influenciar o metabolismo dos AGs nos adipdcitos (Matthan et al., 2001). Entretanto, os
passos moleculares que relacionam a agdo de AG frans sobre a expressao do gene PPAR nao
estdo claramente estabelecidos.

O conjunto de informagdes aqui reunido revela a existéncia de uma complexa rede de
multiplas interagdes moleculares envolvendo, especialmente, o tecido adiposo e seus
constituintes primordiais (AG) bem como os seus produtos bioativos (adipocinas), cujos
efeitos se manifestam sobre diferentes sistemas organicos. A investigacdo dos diferentes
mecanismos biomoleculares capazes de elucidar os inumeros hiatos ainda existentes acerca
destas interagdes permanece sendo justificavel. Neste sentido, o presente estudo pretende
investigar os efeitos dos AG frans, enquanto marcadores pro-inflamatorios bem como o de
AGPI da série n-3 e n-6, sobre a expressdo do receptor nuclear PPARY e de adipocinas pelo
tecido adiposo branco de ratos adultos tratados, desde a sua concepcdo, com dietas ricas

nestes acidos graxos. Alguns parametros bioquimicos sistémicos também serdo analisados.



3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Comparar o efeito da ingestdo dos acidos graxos dietéticos poliinsaturado de cadeia longa
da série n-3 (6leo de peixe), da série n-6 (6leo de soja) e acidos graxos trans (gordura vegetal
parcialmente hidrogenada), oferecidos desde a vida intra-uterina, sobre parametros
metabdlicos plasmaticos, bem como sobre a expressdo de adipocinas e do receptor nuclear

PPARY no tecido adiposo branco retroperitoneal de ratos adultos.

3.2 Especificos

Em ratos machos adultos, que consumiram dietas normolipidicas e isocaldricas, contendo
acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa da série n-3 ou da série n-6 ou acidos graxos
trans, avaliar:

* aevolucdo da massa corporal;

e 0 consumo alimentar;

* o percentual relativo de 4cidos graxos no plasma e no tecido adiposo branco

retroperitoneal;

* a concentracdo plasmatica de glicose, insulina, 4cidos graxos ndo esterificados,

glicerol, triglicerideo, colesterol total, HDL-colesterol,

* a expressdo de mRNA de resistina, TNFa, adiponectina, leptina, PPARy2 no tecido

adiposo branco retroperitoneal.



4 METODOS

4.1 Animais e condicées experimentais

Foram utilizados ratos virgens f€émeas e machos da linhagem Wistar provenientes do
biotério do Instituto de Nutrigdo Josué de Castro (INJC) da Universidade Federal do Rio de
Janeiro (UFRJ), mantidos sob condi¢des controladas de luz (ciclo claro/ escuro de 12 por 12
horas) e de temperatura (24 + 1°C) bem como com livre acesso a racao e dgua. Aos trés meses
de idade os animais foram submetidos ao acasalamento, com duracdo média de 10 dias, na
propor¢ao de trés fémeas para um macho. O primeiro dia de gestacdo foi determinado através
de exame de lamina para verificagdo da presenga de espermatozdides na luz vaginal. Para
tanto, uma pequena quantidade de solugdo salina 0,9% foi introduzida na vagina e em seguida
aspirada. Constatada a provavel concepcdo (dia 1 da gestagdo), as fémeas foram
aleatoriamente separadas em trés grupos experimentais, consumindo dieta manipulada,
isocalorica e normolipidica com diferente base lipidica, oferecida durante toda a gestacdo e a

lactacdo e mantidas em gaiolas individuais, designados por:

Grupo Oleo de Soja (GS) — formado por animais que receberam dieta manipulada a base de
caseina, contendo 7% de 6leo vegetal a base de soja (rico em AGPI n-6).

Grupo Oleo de Peixe (GP) - formado por animais que receberam dieta manipulada a base de
caseina, contendo 6% de 6leo de peixe (rico em AGPICL n-3) e 1% de 6leo vegetal a base de
milho.

Grupo Gordura Vegetal Parcialmente Hidrogenada (GVPH) — formado por animais que
receberam dieta manipulada a base de caseina, contendo 6% de gordura parcialmente

hidrogenada (fonte de acidos graxos trans) e 1% de 6leo vegetal a base de soja.



No dia do nascimento, considerado dia zero da lacta¢do, a ninhada foi ajustada para
seis filhotes machos por cada mae, a fim de estabelecer condicdo ideal para o melhor
desempenho lactotroéfico. No 21° dia de vida, os animais de cada grupo foram separados da
mae, agrupados em gaiolas coletivas e passaram a receber dieta manipulada contendo a
mesma fonte lipidica da dieta materna até a data dos experimentos, realizados aos 120 dias de

vida.

4.2 Grupos Experimentais
Todas as andlises foram realizadas nos filhotes machos dos animais pertencentes aos

grupos GS, GP e GVPH.

4.3 Formulacio das racoes

A preparacdo das ragdes foi realizada no Laboratério de Bioquimica Nutricional do
INJC da UFRIJ. A formulagdo, incluindo os percentuais de lipidios, que variaram de acordo
com a proposta de composicao dietética para cada grupo experimental, esta descrita na tabela
1. Todos os ingredientes das ragdes foram homogeneizados em batedeira industrial e
adicionados de 4gua em quantidade suficiente para a aquisi¢ao de uma textura adequada para
a formacgdo de pellets. Estes foram entdo, mantidos em estufa com circulacdo de ar, a
temperatura de 65°C por 24 horas. As ragdes prontas foram acondicionadas em recipientes
plasticos sob refrigeracdo e oferecidas em porg¢des didrias aos animais.

Todas as dietas foram confeccionadas de acordo com as recomendacdes do American
Institute of Nutrition (Reeves,1993), com modificacdes. O 6leo de soja, adicionado a dieta do
grupo GVPH, permitiu adequar as necessidades dos acidos graxos essenciais linoléico e a-
linolénico as recomendagdes da AIN-93, enquanto que a adi¢do de 6leo de milho a dieta do

grupo GP permitiu adequar as necessidades do acido graxo essencial linoléico.



Tabela 1 — Composicao das ragdes oferecidas aos grupos experimentais (g/100g) (AIN-93,

com modificagdes).

Ingredientes

(¢ ou mV/100g) GS GP GVPH
Caseina 15,00 (21,00) 15,00 (21,00) 15,00 (21,00)
Amido 68,07 (59,95) 68,07 (59,95) 68,07 (59,95)
Oleo de Soja 7,00 (9,00) - 1,00
Gordura Hidrogenada - - 6,00 (8,00)
Oleo de Peixe - 6,00 (8,00) -

Oleo de Milho - 1,00 -

BHT 0,0014 0,0014 0,0014
Mistura Vitaminas® 1,00 1,00 1,00
Mistura Minerais 3,50 3,50 3,50
Celulose 5,00 5,00 5,00
Bitartarato de Colina 0,25 0,25 0,25
L-cistina 0,18 (0,30) 0,18 (0,30) 0,18 (0,30)

() Periodo de gestagdo e lactagdo

* Mistura de Vitaminas (g/Kg dieta) incluem: Tiamina HCI, 0,60; Riboflavina 0,60; Piridoxina HCI
0,70; Niacina 3,0; Pantotenato de Calcio 1,60; Acido Folico 0,20; Biotina 0,02; Vitamina By, 2,50;
Vitamin A-palmitato (500,0 Ul/g) 0,80; Vitamina E-Acetato (500 1U/g) 2,5; Vitamina D3 (400,000
IU/g) 0,25; Vitamina K1 0,75. (AIN-93M vitamin mix DYETS #310025, Dyets Inc.,
Bethlehem,PA,USA).

P Mistura de Minerais (g/Kg dieta) incluem: Carbonato de Calcio 357,0; Fosfato de potassio
monobasico 250,0; Citrato de potassio H,0 28,0; Cloreto de sodio 74,0; Sulfato de potassio 46,6;
Oxido de magnésio 24,0; Sulfato ferroso 7H,0 5,21; Carbonato de zinco 1,65; carbonato de manganés
0,63; Carbonato cuprico 0,3; lodato de potassio 0,01; Selenato de sédio 0,01025; Amonio
paramolibdato 4H20-0,007; Soédio metasilicado 9H20-1,45; Sulfato de cromo potassio 12H20- 0,27;
Cloreto de litio 0,01; Acido bérico 0,08; Carbonato de niquel. 0,03; Vanadio amonio 0,007 (AIN-
93M-mineral mix DYETS #210052, Dyets Inc., Bethlehem, PA, USA).



4.4 Avaliaciao do consumo alimentar e da massa corporal

O consumo de ragdo e a massa corporal das ratas lactantes foram registrados em dias
alternados até o final do periodo da lactagdo, considerado como ultimo o 21° dia. A massa
corporal dos filhotes foi aferida individualmente a cada sete dias, desde o inicio da lactacao
até o 120° dia de vida. Apos o desmame, o controle do consumo de racdo dos filhotes foi
realizado a cada dois dias, mantendo-se assim até o 120° dia de vida.

Todas as medidas foram realizadas no periodo da tarde (entre 13:00 e 15:00 horas), em

balanga eletronica aferida e com capacidade para 1100 g.

4.5 Coleta de sangue e TABR

No 120° dia de vida, os animais foram pesados no proprio biotério. O sacrificio
ocorreu sempre no periodo da manha, mediante decapitacdo em guilhotina. Para a realizagdo
dos ensaios bioquimicos, o sangue foi colhido em seringas contendo EDTA 0,2M (1:5, v/v) e
centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos em temperatura ambiente. O plasma foi separado e
aliquotado, permanecendo estocado a -22 °C até a realizagdo das dosagens.

Imediatamente ap6s a decapitagdo, o tecido adiposo branco retroperitoneal foi retirado,

pesado, resfriado em nitrogénio liquido e armazenado a -80°C, até a realizacao das analises.

4.6 Perfil bioquimico sanguineo

4.6.1 Concentracao de Triglicerideos

Os triglicerideos foram quantificados por método enzimatico colorimétrico,
utilizando-se kit comercial da marca Biolabo (Franga). Esse método baseia-se na hidrolise dos
triglicerideos pela agdo da lipase lipoproteica e fosforilacdo do glicerol liberado pela glicerol

quinase. O glicerol fosfato resultante ¢ oxidado por acdo da glicerol-3-fosfato oxidase



resultando na liberagdo de dihidroxiacetona e dgua oxigenada. Através de reacdo oxidativa,
catalisada pela peroxidase, a agua oxigenada reage com os compostos 4-aminoantipirina (4-
AMP) e 4-clorofenol, produzindo a quinoneimina (vermelha) cuja absorbancia ¢ diretamente

proporcional & concentracdo dos triglicerideos.

O ensaio foi conduzido em amostras contendo 10 UL de plasma dos animais e 250 pL
de reagente de cor. Apos incubacdo a 37°C durante 5 minutos, a leitura da absorbancia a 500
nm foi realizada em um leitor de placas (Asys Hitech). As concentragdes de triglicerideos
foram calculadas a partir de curvas-padrdo de glicerol em solucdo aquosa e o resultado

expresso em mg/dL.

4.6.2 Concentragao de Colesterol total

O colesterol total foi determinado por método enzimatico colorimétrico, utilizando-se
kit comercial da marca Biolabo (Franga). Esse método baseia-se na hidrolise dos ésteres de
colesterol presentes na amostra, catalisada pela colesterol esterase, produzindo colesterol
livre, o qual, em presenca da colesterol oxidase e de oxigénio, produz peréxido de hidrogénio
que, pela acdo da peroxidase em presenca de fenol e 4-AMP, produz um composto roseo-
avermelhado cuja absorbancia ¢ diretamente proporcional & concentracdo de colesterol da

amostra.

O ensaio foi conduzido em amostras contendo 10 UL de plasma dos animais e 1 mL de
reagente de cor. Apds incubacdo a 37°C durante 10 minutos, a leitura da absorbancia a 500
nm foi realizada em um leitor de placas (Asys Hitech). As concentracdes de colesterol total

foram calculadas a partir de curvas-padrao e o resultado expresso em mg/dL.



4.6.3 Concentragao de HDL — colesterol

O HDL-colesterol foi determinado por método enzimético colorimétrico, utilizando-se
kit comercial da marca Gold Analisa (Brasil). O método baseia-se na precipitagdo de
quilomicrons, de lipoproteinas de baixa densidade (LDL-colesterol) e de lipoproteinas de
muito baixa densidade (VLDL-colesterol), ap6és a mistura de fosfotungstato e ions de
magnésio, sem alterar a solubilidade das lipoproteinas de alta densidade (HDL-colesterol). As
enzimas colesterol esterase e colesterol oxidase catalisam a formacdo de peroxido de
hidrogénio a partir da HDL-colesterol que, apos oxidacdo catalisada pela peroxidase, produz

um composto de coloragdo avermelhada detectado espectrofotometricamente.

Aliquotas de 200 ML de plasma dos animais foram adicionadas de 500 pL de
precipitante, mantidas a temperatura ambiente por 10 minutos e centrifugadas a 4000 rpm
durante 10 minutos para obtencdo de um sobrenadante limpido. Amostras de 100 pL do
sobrenadante foram acrescidas de 1 mL de reagente de cor e, em seguida, agitadas e levadas
ao banho-maria (D2800-Kottermann) a 37°C durante 10 minutos. A leitura da absorbancia
das amostras foi realizada a 500 nm em espectrofotometro (DU 650-Beckman). As
concentragdes de HDL-colesterol foram calculadas a partir de curvas-padrdo e o resultado

expresso em mg/dL.

4.6.4 Concentragdo de Acidos Graxos Nao Esterificados (AGNE)

Os dacidos graxos ndo esterificados foram quantificados por método enzimadtico
colorimétrico, utilizando-se kit comercial da marca Wako (USA). O método baseia-se na
acilagdo da coenzima A pelos 4cidos graxos, na presenca de acil-CoA sintetase. A acil-CoA
produzida ¢ oxidada pela acil-CoA oxidase com geragdo de peroxido de hidrogénio. Esse

peroxido de hidrogénio, na presenga de peroxidase, permite o acoplamento oxidativo de 3-



metil-N-etil-N-(-hidroxietil)-anilina e 4-AMP. O produto ¢ um composto roseo-avermelhado
cuja absorbancia ¢ diretamente proporcional a concentracdo de dcidos graxos ndo

esterificados na amostra.

O ensaio foi conduzido em amostras contendo 20 PL plasma dos animais € 300 pL de
reagentes de cor. Apos incubagdo a 37°C durante 10 minutos, com cada um dos reagentes a
leitura da absorbancia a 500 nm foi realizada em um leitor de placas (Asys Hitech). As
concentragdes de acidos graxos ndo esterificados foram calculadas a partir de curvas-padrao e

o resultado expresso em pumol/L.

4.6.5 Concentragao de Glicerol

O glicerol foi quantificado por método enzimatico colorimétrico, utilizando-se kit
comercial da marca Sigma (USA). Esse método baseia-se na fosforilagdo do glicerol na
presenca de ATP, formando glicerol-1-P, em uma reacdo catalizada pela glicerol quinase. O
glicerol -1-P ¢ oxidado a dihidroxiacetona fosfato e perdxido de hidrogénio por acdo da
glicerol fosfato oxidase. Esse peroxido de hidrogénio, na presenga de peroxidase, permite o
acoplamento oxidativo de N-etil-N-(3-sulfopropil) m-anisidina de sédio e 4-AMP. O produto
¢ um composto violeta detectado por um leitor de placas a 492nm, cuja absorbancia ¢

diretamente proporcional a concentracao de glicerol na amostra.

O ensaio foi conduzido em amostras contendo 40 UL de plasma dos animais e 200 pL
de reagente de cor. Apos incubacdo a 37°C durante 5 minutos, a leitura da absorbancia foi
realizada em um leitor de placas (Asys Hitech). As concentracdes de glicerol foram

calculadas a partir de curvas-padrao e o resultado expresso em mM.



4.6.6 Concentragao de Glicose

A glicose foi determinada por método enzimatico colorimétrico, utilizando-se kit
comercial da marca Roche (Espanha). O método baseia-se na oxidagdo da glicose em acido
gliconico e peroxido de hidrogénio, catalisada pela glicose oxidase. Através de uma reacao
oxidativa de acoplamento, catalisada pela peroxidase, o peroxido de hidrogénio formado
reage com 4-AMP e fenol, formando um complexo de cor vermelha (quinoneimina), cuja

absorbancia ¢ diretamente proporcional a concentragdo de glicose na amostra.

O ensaio foi conduzido em amostras contendo 10 UL de plasma dos animais e 250 pUL
de reagente de cor. Apds incubagdo a 37°C durante 10 minutos, a leitura da absorbancia a 500
nm foi realizada em um leitor de placas (Asys Hitech). As concentragdes de glicose foram

calculadas a partir de curvas-padrdo e o resultado expresso em mg/dL.

4.6.7 Concentracao de Insulina

A insulina foi determinada por ensaio imunoenzimatico ELISA, utilizando-se kit
comercial para analise de insulina em ratos (Mercodia). O método baseia-se na técnica direta
de sanduiche na qual, durante a incubacdo, a insulina presente na amostra reage com um
anticorpo anti-insulina conjugado com peroxidase e com um anticorpo anti-insulina, presente
na placa. Apos a lavagem das placas com solugdo salina fosfatada (Phosphate Buffered Saline
— PBS) Tween® 0.1% proveniente do kit, o anticorpo marcado, que ndo se ligou a insulina, ¢
eliminado enquanto que, o anticorpo conjugado com a peroxidase, ligado a insulina, ¢
detectado pela reagdo 3,3’, 5, 5'-tetrametilbenzidina. A reagdo ¢ interrompida com a adicao de
um acido (H2SOs), produzindo um composto réseo-avermelhado detectado por um leitor de

placas a 450 nm.



Para determinar a concentracdo de insulina nas amostras foram utilizados 25 UL de
plasma e 50 PL de solug¢do de anticorpo monoclonal anti-insulina, conjugado com peroxidase.
Ap0s incubacdo por 2 horas a 20-25°C, a placa foi lavada 6 vezes com PBS-Tween® 0,1%.
Acrescentou-se 200 pPL de substrato da peroxidase e incubou-se novamente durante 15
minutos. Posteriormente a esta etapa, a reacao foi interrompida com H,SO4 (0,5M) e a leitura
da absorbancia foi realizada em um leitor de placas (Asys Hitech). As concentracdes de

insulina foram calculadas a partir de curvas-padrao e o resultado expresso em mg/dL.

4.7 Quantificacio dos acidos graxos nos lipidios totais do plasma, tecido adiposo branco

retroperitoneal e dietas experimentais

A extracdo lipidica, saponificacdo e metilagdo dos acidos graxos foram realizadas, em
duplicata, partindo de uma aliquota de 0,2 g ou 100 ml de amostra (tecido, ra¢do ou plasma)
de acordo com o método de Lepage e Roy (1986). Os ésteres metilicos foram quantificados
por cromatografia gas-liquido, utilizando-se um cromatografo Perkin Elmer autosystem XL
equipado com detector de chama ionizadvel e um software Turbochrom. Os &cidos graxos
foram separados com coluna capilar SP 2560 (Supelco, USA) com 100 m x 0,25 mm x 0,20
pm. O hidrogénio foi utilizado como gas de arraste. As temperaturas de injecao e detec¢ao
foram respectivamente, 260°C e 280°C. A temperatura da corrida foi programada para iniciar
a 135°C durante 5 minutos com subida de 2°C/minuto até 195°C. A partir dai, com subida de
4°C até alcancar 240°C, permanecendo por 2,5 minutos. O tempo total da corrida somou 45
minutos. A pressdao do gas arraste foi de 32 Psi. A razdo de split foi de 1:70. Os ésteres foram
identificados por comparagdo com seu tempo de retencdo com padrdes conhecidos (Sigma,

Supelco). Os resultados foram expressos como percentual de acidos graxos totais.



4.8 Quantificacio de RNAm para resistina, TNFa, adiponectina, leptina e PPARY no

tecido adiposo branco retroperitoneal

4.8.1 Extragao de RNA total

A amostra (0,5 g) de tecido adiposo retroperitoneal foi fragmentado em
homogenizador de tecido. Durante todo o processo o tecido foi mantido congelado em
nitrogénio liquido, prevenindo a atividade de enzimas que pudessem degradar o RNA. O
pulverizado foi homogeneizado em 5 mL de TRI Reagent® (Sigma) e o RNA total foi
extraido de acordo com o método descrito por Chomczynski e Sacchi (1987), utilizando-se
Kit comercial. O método baseia-se na separacdo de RNA mediante fenol-cloroféormio e a
protecdo de RNA pela solugdo de guanidina tiocianato, que atua como inibidor de
ribonucleases. Apos a obtencao do tecido homogenizado em trizol, este foi incubado durante
5 minutos a temperatura ambiente (TA). Foi adicionado 1 mL de cloroférmio a solucdo e
agitado vigorosamente durante 15 s, com repouso de 4 minutos & TA. Em seguida, a mistura
foi submetida a centrifugacdo durante 15 minutos a 14.000 rotagdes por minuto (rpm) a 4°C
em centrifuga refrigerada, com a separagdo de trés fases. O RNA total presente na fase
superior foi transferido para um outro tubo e submetido a precipitagdo com 2,5 mL de
isopropanol com 10 minutos de incubagdo em gelo e posterior centrifugagao a 14.000 rpm por
10 minutos a 4°C. O pellet de RNA resultante foi lavado em 1 mL de etanol 75% com
centrifugacdo a 10.000 rpm por 5 minutos em TA e foi ressuspenso em 40 UL de dgua mili-Q
estéril tratada com dietipirocarbonato 0,1%, que atua como inibidor de ribonucleases,
aquecida, 5 minutos, a 65°C. O volume de solu¢do aquosa utilizado para a ressuspensdo do
RNA variou entre 40 e 50 pL, em fungdo do rendimento da extragdo. A concentragdo de RNA
das amostras foi determinada espectrofotometricamente, a partir da leitura da absorbancia a

260 e 280 nm (Farrel, 1993).



4.8.2 Eletroforese em gel de Agarose

O volume de 12 pL contendo aproximadamente: 1 pL. de RNA, 2 pL de solucdo de
tampao de carga com brometo de etidio e formamida deionizada (RNA Sample Loading
Buffer®) e 9 ul de 4gua com dietilpirocarbonato, foi aplicado no gel de Agarose a 0,8%.
Apos a separacao eletroforética (100 V e 250 mA), o gel foi observado em luz ultra violeta
para visualizagcdo das bandas de RNA 18S e 28S. A aparéncia das bandas forneceu indicacao
quanto a integridade do RNA (Farrel, 1993) (figura 4A).

Com o objetivo de evitar a degradagdo enzimatica do RNA por ribonucleases, todas as
solugdes e material utilizados, durante a preparagdo do gel, do tampao de carga e o de

eletroforese, foram realizados em condigdes livres de contaminagao.

4.8.3 Transcricdo Reversa

A partir da concentragdo de RNA das amostras, previamente determinada por
espectrofotometro e 4gua com dietilpirocarbonato foram realizados calculos a fim de alcangar
2 Hg de RNA em um volume de 14 pL e acrescentado IpL de Oligo-dT como
oligonucleotideo iniciador da reagdo para incubagdo a 70°C por 5 minutos em termociclador.
ApOs essa etapa, foram acrescentados 5 UL de M-MLV Buffer 5x como tampao da enzima (50
mM Tris-HCl, 75 mM KCIl, 3 mM MgCl,), 1,25 pL de dNTPs (desoxirribonucleotideos
trifosfatados), 0,75 HL RNAzin como inibidor de RNAse e 0,5 pL M-MLYV transcriptase
reversa como a enzima utilizada para catalisar a sintese de DNA complementar (DNAc)
(Promega, USA) e completado com agua de dietilpirocarbonato até um volume final de 25 pL

e incubado a 37°C por 1 hora, afim de obter o DNAc, produto da transcri¢do reversa.



4.8.4 PCR em Tempo Real

Uma vez obtido o DNAc, foi determinada a expressdao génica mediante a amplificagao
da técnica da PCR (reagdo em cadeia da polimerase) em tempo real e andlises dos dados,
utilizando-se o sistema LightCycler® versao 4.0 (Roche Diagnostics GmbH) e o kit comercial
Light Cycler® FastStart DNA Master SYBR Green [ (Roche Diagnostics GmbH). Este
sistema baseia-se na deteccdo e quantificacdo de um sinal fluorescente. Cada rea¢ao de 10 pL
continha 2 pl de uma dilui¢do 1:20 de DNAc e 8 YL de solu¢dao contendo MgCl,, 0,5 pl de
mix de oligonucleotideos iniciadores (primers) direto (forward) e reverso (reverse)
especificos para cada gene determinado, enzima Light Cycler® FastStart e agua especifica
para uso em PCR em tempo real. As seqiliéncias dos oligonucleotideos iniciadores utilizados

foram as seguintes:

Tabela 2 - Oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados na PCR em tempo real para

determinar a expressao dos diferentes genes.

Genes Primer 5° (direto) Primer 3’ (reverso)
Adiponectina AATCCTGCCCAGTCATGAAG CATCTCCTGGGTCACCCTTA
Leptina CACCAGGATCAATGACATTTCAC CCTCTGTGGAGTAGAGCGAGG
Resistina CTACATTGCTGGTCAGTCTCC GCTGTCCAGTCTATGCTTCC
TNFa CGTCAGCCGATTTGCCATTTC TGGGCTCATACCAGGGCTTGAG
PPARyY CCCACCCAACTTCGGAATCA TGCGAGTGGTCTTCCATCAC

Ciclofilina b TACAATGAGCTGCGTGTGG TGGTGGTGAAGCTGTAGCC




O programa de amplificacdo constituiu-se de 45 ciclos repetidos quando foram
realizados: desnaturacao a 95°C durante 10 segundos, anelamento dos oligonucleotideos
iniciadores (primers) a 60°C por 5 segundos e extensdo a 72 °C durante 10 segundos. Apos o
término desta Ultima etapa foi realizada leitura da fluorescéncia. Como a temperatura pode
variar em funcdo de cada oligonucleotideo iniciador na etapa de anelamento, para a leptina e o
TNFa foram empregadas temperaturas de 64°C e 68°C, respectivamente. As curvas de melting
foram avaliadas para cada gene, confirmando a amplificagdo especifica. Os produtos das
reacdes de PCR em tempo real foram separados em um gel de agarose 2% e marcados com
brometo de etidio para confirmar a presenca de um produto tnico (figura 4B). A reagdo foi
realizada em triplicata a partir das amostras de DNAc independentes de 6 animais por grupo.
A tecnologia LightCycler proporciona, para cada gene analisado, o calculo do Ct (cycle
threshold — ciclo limiar) de cada amostra. O Ct corresponde ao momento em que a reagao
cruza o limiar de detecc¢do, ponto que detecta o ciclo no qual a amplificagdo se inicia. Este
ponto permite a quantificacdo exata e reprodutivel baseada na fluorescéncia. Os compostos
fluorescentes geram um sinal cuja emissdo aumenta na propor¢do direta da quantidade de
produto da PCR. A partir dos Ct, foi calculada a expressdo dos distintos genes analisados no
tecido adiposo branco retroperitoneal dos animais mediante a formula matematica descrita por
Pfaffl (2001). De modo a viabilizar a determinacao de diferencas na expressdao dos genes entre
0s grupos experimentais, a expressao dos diferentes genes foi normalizada pela quantidade de
DNAc total presente em cada amostra. O teor de DNAc total foi estabelecido mediante a
quantificacdo da expressdo de um gene normalizador (housekeeping), cuja expressdo ndo se
encontrava alterada entre os diferentes grupos experimentais. No presente estudo o gene
normalizador detectado correspondeu a ciclofilina b. Os resultados foram expressos como o
grau de expressdo de cada gene (expressao de RNAm), em cada grupo experimental, relativo

a expressao do gene ciclofilina b.
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Figura 4. A) Gel ilustrativo da integridade do RNA total em 2 amostras de tecido adiposo
retroperitoneal de cada grupo experimental (GS, GVPH, GP) em gel de agarose 0,8% com
brometo de etidio. B) Gel ilustrativo do produto de RT-PCR em tempo real do gene controle
(ciclofilina b = 283 pb) em 2 amostras de cada grupo experimental (GS, GVPH, GP) em gel
de agarose 2% com brometo de etidio, exemplificando a confirmagdo da presenca de um
produto unico e especifico. GS, grupo soja; GVPH, grupo gordura vegetal parcialmente

hidrogenada; GP, grupo peixe; pb, pares de base.

4.9 Analise Estatistica

Foi utilizada andlise de variancia (ANOVA), de uma via, para a comparagao entre os
grupos. Para a comparagdo das médias dos resultados obtidos entre os grupos, aplicou-se o
teste pos-hoc para comparacdo multipla de Duncan. O coeficiente de correlacio de Pearson
foi utilizado para avaliar a associacdo entre a expressao dos genes estudados, em cada grupo.
A andlise estatistica foi feita através do programa SPSS versdo 14.0 (SPSS Inc., USA) O nivel
de significancia adotado foi p<0,05. Os resultados foram expressos como média + erro padrao

da média.



RESULTADOS

5.1 Consumo alimentar e massa corporal

A figura 5 apresenta os valores médios semanais das medidas de ingestdo alimentar
dos animais GS, GP ¢ GVPH, desde o desmame até o 120° dia de vida (quarta a décima
sétima semanas de vida), expressos em gramas de ragdo por 100g de massa corporal. Apds o
desmame, verifica-se que os animais alimentados com gordura vegetal parcialmente
hidrogenada (GVPH) mantiveram, até a sua sétima semana de vida (cerca de 45 dias),
consumo reduzido de ragdo, quando comparados aos animais GS e GP. A partir de entdo,
verifica-se que um novo padrdo de consumo alimentar entre estes animais foi estabelecido, de
modo que as diferencas no consumo de ragdo entre os grupos deixaram de alcancgar
significancia estatistica até o 120° dia de vida dos animais (décima sétima semana).

A figura 6 apresenta os resultados das medidas médias semanais de massa corporal
dos animais GS, GP e GVPH, desde o nascimento até o 120° dia de vida (décima sétima
semana de vida). Os valores encontram-se expressos em gramas. Verifica-se que ndo ha
diferenca significante entre a massa corporal dos animais pertencentes aos trés grupos
experimentais estudados, desde o nascimento até o final do periodo de lactacdo (quarta
semana de vida). Entretanto, apds o primeiro més de vida e até a décima quarta semana de
vida (cerca de 95 dias), os animais que receberam dieta com gordura vegetal hidrogenada
(GVPH) passam a apresentar massa corporal aumentada, quando comparados aos animais GS
e GP. De outro modo, a partir da décima quinta semana, os animais GP passaram a apresentar
reducdo da sua massa corporal, em relagdo aos animais GVPH, mantida até a data dos

experimentos aos 120 dias de vida.
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Figura 5. Ingestio alimentar semanal (g de racdo/ 100g massa corporal) de filhotes
machos alimentados com diferentes fontes lipidicas, desde o desmame (4" semana de
vida) até o 120° dia de vida (17" semana de vida). Os valores estdo expressos como média +
erro padrao da média (n=6). GS (grupo soja), GVPH (grupo gordura vegetal parcialmente

hidrogenada) e GP (grupo peixe). * p < 0,05 vs. GS e GP.
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Figura 6 — Evoluc¢do ponderal dos filhotes machos desde o nascimento até a 17* semana
de vida (120° dia de vida) pés-natal. Os valores estdo expressos como média + erro padrao
da média (n=6). GS (grupo soja), GVPH (grupo gordura vegetal parcialmente hidrogenada) e

GP (grupo peixe).* p < 0,05 GVPH vs. GS e GP; # p < 0,05 GP vs. GVPH.



5.2 — Composicao percentual de acidos graxos das dietas experimentais

Os resultados apresentados na tabela 3 correspondem aos valores percentuais médios
de 4cidos graxos das dietas confeccionadas com diferentes fontes lipidicas.

O valor percentual do acido graxo saturado (AGS) estearico (C18:0) bem como o
relativo ao total de AGS, mostraram-se mais elevados na dieta confeccionada com gordura
vegetal hidrogenada, comparados aos valores respectivos nas demais dietas analisadas.
Conforme esperado, a presenga de isdmeros trans foi detectada apenas na dieta contendo
gordura vegetal hidrogenada. O valor percentual do AG oléico (C18:1n-9) apresentou-se
diminuido na dieta contendo 6leo de peixe. A dieta confeccionada com 6leo de soja revelou o
maior conteido percentual do AG linoléico (C18:2n-6). Os AGPICL, EPA ¢ DHA foram
encontrados somente na dieta a base de dleo de peixe. A presenca de quantidade expressiva
do AG linoléico (C18:2n-6) nesta dieta reflete o seu conteudo de 6leo de milho, também
adicionado durante a confec¢do da dieta, que contempla um elevado percentual deste AG em

sua composicao.



Tabela 3 — Composicdo percentual média de 4acidos graxos das dietas experimentais.

, Dietas (% do total de acidos graxos)
Acidos Graxos

GS GVPH GP
Total AGS™ 19,64 36,58 14,44
C14:0 1,34 0,07 1,44
C16:0 14,45 10,24 6,9
C18:0 3,71 12,15 3,07
Trans AGM n.d 14,12 n.d
C18:1 trans n-9 / n-7 isdbmeros n.d 14,12 n.d
Total AGM" 19,92 25,08 12,96
C18:1 n9 19,03 19,92 9,51
C18:1 e outros cis-isdmeros® n.d 4,82 0,38
C20:1 0,52 0,32 1,7
C24:1 n.d 0,02 0,6
Trans AGPI nd 0,69 n.d
C18:2 (n-6)tc® n.d 0,17 n.d
C18:2 (n-6)ct® n.d 0,4 n.d
C18:2 (n-6)tt° n.d 0,12 n.d
Total AGPI" 60,15 23,36 72,48
C18:2 (n-6) 55,87 20,75 10,85
C18:3 (n-3) 3,59 2,61 1,13
C20:5 (n-3) EPA n.d n.d 35,04
C22:6 (n-3) DHA n.d n.d 17,24
Total trans” n.d 14,81 n.d

" indica o somatério e inclui acidos graxos que ndo estdo referidos na tabela. n.d — nio
detectado. * inclui todos os isdmeros cis de posi¢do do 18:1 exceto o 18:1 (n-9); ®¢, cis dupla
ligagdo; t, trans dupla ligagdo. AGS — 4cidos graxos saturados, AGM — acidos graxos
monoinsaturados, AGPI — &cidos graxos poliinsaturados. EPA — 4cido eicosapentaendico,
DHA - 4cido docosahexaendico. GS (grupo soja), GVPH (grupo gordura vegetal

parcialmente hidrogenada) e GP (grupo peixe).



5.3 — Composicao percentual de acidos graxos plasmaticos

A tabela 4 apresenta os valores percentuais de acidos graxos presentes no plasma dos
filhotes machos adultos alimentados com diferentes fontes lipidicas, no 120° dia de vida.

O plasma dos animais GVPH mostrou o maior percentual de AGS totais, em relagao
ao contetdo plasmatico total destes AG dos animais GS e GP. Dentre os AGS detectados,
aquele que se apresentou em maior propor¢do no plasma de todos os grupos estudados foi o
AG palmitico (C16:0). O teor plasmatico total dos AG monoinsaturados ndo mostrou
variagdes percentuais significativas entre os grupos estudados. Considerada a soma dos acidos
graxos poliinsaturados, foi detectado um valor percentual reduzido no GVPH, em relagdo ao
valor correspondente detectado no plasma dos animais GS. Embora o GP também tenha
exibido um total de AGPI maior do que o do GVPH, a diferenca observada nio alcangou
significancia estatistica. O GS apresentou o maior percentual plasmatico de AG linoléico
(C18:2n-6), em relacdo aos valores correspondentes aos GVPH e GP. O conteudo relativo de
AA mostrou-se mais elevado no plasma dos animais GS e mais reduzido no dos animais GP.
Os maiores percentuais plasmaticos de EPA e DHA foram detectados no GP, os quais
também mostraram a menor relacdo AA/EPA, entre os trés grupos experimentais. Como

esperado, os acidos graxos trans foram detectados somente no plasma dos animais GVPH.



Tabela 4 — Valores percentuais de acidos graxos plasmaticos de filhotes machos adultos

alimentados com diferentes fontes lipidicas, no 120° dia de vida.

Acidos Graxos

GS GVPH GP
(%)

Total AGS * 28,80 + 1,03 * 43,05+ 0,97" 33,48 + 1,08 *
C16:0 14,05+0,77 * 21,85+ 1,36°" 17,61 + 0,69
C18:0 12,93 + 0,50 * 12,64 + 0,75 ° 13,87 + 0,42
Trans AGM n.d 9,56 £ 0,97 nd
Total cis AGM * 13,37+ 0,88 * 15,34 £ 0,96 * 14,61 £1,03*
C18:1 n-9 10,66 + 1,00 11,41 +1,84° 10,04 + 0,98 *
Total AGPI * 57,83 +1,21° 40,61 £1,62 " 51,91 +1,37*
C18:2 (n-6) 16,15+ 1,15° 7,06 + 0,07 ° 6,66 + 0,25 °
C18:3 (n-3) 0,58 + 0,06 ° 0,22 +0,10° 0,96+ 0,10 *
C20:4 (n-6) AA 35,13+ 1,49° 28,99 +1,67° 15,96+ 1,42°¢
C20:5 (n-3) EPA 43+0,34° 3,37+0,17° 15,37+0,90°
C22:6 (n3) DHA 0,49 + 0,09 * 0,45 + 0,03 ° 10,96 + 0,52 °
AA/EPA 8,17+0,76 ° 8,60 +0,81° 1,04 £0,10°
Total trans n.d 9,56 +£ 0,97 n.d

Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média (n=6). Letras diferentes
representam valores significantemente diferentes (p < 0,05) para valores da mesma linha. #
indica o somatorio e inclui 4cidos graxos ndo referidos na tabela. n.d — ndo detectado. AGS —
acidos graxos saturados, AGM — acidos graxos monoinsaturados, AGPI — &cidos graxos
poliinsaturados, AA — 4cido araquidonico, EPA — acido eicosapentaendico, DHA — 4cido
docosahexaendico. GS (grupo soja), GVPH (grupo gordura vegetal parcialmente

hidrogenada) e GP (grupo peixe).



5.4 — Composicao percentual de acidos graxos do tecido adiposo branco retroperitoneal

A tabela 5 apresenta os valores percentuais de acidos graxos incorporados no tecido
adiposo branco retroperitoneal (TABR) dos filhotes machos adultos alimentados com
diferentes fontes lipidicas, no 120° dia de vida.

O TABR dos animais GP mostrou teor total de AGS bem como conteudo relativo de
EPA e DHA, significativamente mais elevados do que os dos animais GVPH e GS. Estes
animais apresentaram ainda a menor razdo AA/EPA, dentre os valores verificados para os
animais pertencentes aos trés grupos estudados, enquanto que para os animais GS, foi
definida a maior razdo entre estes AG. O tecido adiposo dos animais alimentados com
gordura hidrogenada mostrou incorporacdo de acidos graxos trams, além de concentrar o
maior conteudo relativo de AGM totais. Os animais GS apresentaram maior conteudo relativo
tecidual de AGPI da série n-6 (C18:2n-6), enquanto os animais GVPH, com dieta rica em
acidos graxos trans, o menor conteudo total de AGPI, quando comparados os tecidos dos trés

grupos experimentais.



Tabela 5 — Valores percentuais de 4cidos graxos do tecido adiposo branco retroperitoneal de

filhotes machos adultos alimentados com diferentes fontes lipidicas, no 120° dia de vida.

Acidos Graxos

GS GVPH GP
(%)

Total AGS * 39,88 + 0,99" 35,48 + 1,10° 49,93 +1,13*
C16:0 34,47 +0,74 * 29,63 +0,97° 41,92 + 0,94 °
C18:0 3,56+ 0,29 ° 4,19+0,23 ® 555+0,17°
Trans AGM nd 4,30+ 0,27 n.d
Total cis AGM * 27,39 +£0,22* 50,51 +1,13" 24,76 + 1,07 *
C18:1 n-9 17,48 +0,53° 41,69 + 0,90 ° 15,96 + 0,79
C18:1 n-9 cis isdbmeros 0,56 +0,10* 2,31+0,30° 0,33 +0,03°
Total AGPI * 32,59 + 1,04 * 10,07 + 0,37 ¢ 24,52 +1,23 "
C18:2 (n-6) 30,34 + 1,00 ® 9,42 £0,37° 7,09 + 0,50 ©
C18:3 (n-3) 0,13+0,01° 0,47 + 0,04 ° 0,42 £ 0,05 °
C20:4 (n-6) AA 0,48 £ 0,03 * 0,10 +0,02° 0,56 = 0,03 °
C20:5 (n-3) EPA 0,02 + 0,002 * 0,01 +0,004° 533+£035°
C22:6 (n3) DHA 0,08 + 0,009 * 0,01 + 0,006 * 6,71 £0,43°
AA/EPA 22,50+2,72° 8,75+1,42° 0,11+ 0,01 ¢
Total trans n.d 4,30 £ 0,27 n.d

Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média (n=6). Letras diferentes
representam valores significantemente diferentes (p < 0,05) para valores da mesma linha. #
indica o somatorio e inclui 4cidos graxos ndo referidos na tabela. n.d — ndo detectado. AGS —
acidos graxos saturados, AGM — acidos graxos monoinsaturados, AGPI — acidos graxos
poliinsaturados, AA — 4cido araquidonico, EPA — acido eicosapentaendico, DHA — 4cido
docosahexaendico. GS (grupo soja), GVPH (grupo gordura vegetal parcialmente

hidrogenada) e GP (grupo peixe).



5.5 — Perfil bioquimico sanguineo

A tabela 6 apresenta os valores relativos as concentragdes plasmaticas de triglicerideos
(TG), colesterol total (CT), HDL-colesterol (HDL-c), 4cido graxo ndo esterificado (AGNE),
glicerol, glicose e insulina, além das razdes colesterol total/HDL-c e insulina/glicose dos
filhotes machos adultos alimentados com diferentes fontes lipidicas, no 120° dia de vida.

Ao final do experimento, os animais tratados com 6leo de peixe (GP) apresentaram as
menores concentragdes plasmaticas de TG, CT, HDL-c, AGNE e glicerol, quando estes
valores foram comparados aos respectivos valores relativos aos animais dos grupos tratados
com 6leo de soja (GS) e gordura hidrogenada (GVPH). Ainda que o grupo GP tenha
apresentado a menor concentracdo plasmatica de HDL-c, a razao CT/HDL-c mostrou que o
grupo com a menor concentragdo, relativa, de HDL-c foi aquele tratado com gordura
hidrogenada. Estes animais mostraram ainda elevagao do seu conteudo de insulina plasmatica
bem como maior razdo insulina/glicose, em relagdo aos mesmos parametros analisados para
os animais GS e GP, além de menor concentragdo plasmatica de glicose quando comparado
ao GP. Entre todos os parametros bioquimicos analisados, os animais GVPH e GS somente

mostraram diferencas entre si para a insulinemia e as razdes CT\HDL e insulina/glicose.



Tabela 6 - Concentragdes de pardmetros bioquimicos plasmaticos dos filhotes machos

adultos alimentados com diferentes fontes lipidicas, no 120° dia de vida.

Parametros

Bioquimicos GS GVPH GP
Triglicerideo (mg/dL) 56,47 +3,95*% 79,72 + 8,62® 24,90 £ 3,02 b
Colesterol Total (mg/dL) 59,25 +4,66" 64,30 +4,01° 34,19 +2,98"
HDL-colesterol (mg/dL) 32,24+191% 30,10+ 1,37 20,06 £ 1,57 b
CT / HDL-c¢ (mg/dL) 1,84 +0,11°% 2,13+0,19°" 1,70 £0,14 ®
AGNE (mM) 0,68 +0,05* 0,54 +£0,03" 0,29 +0,07"
Glicerol (mM) 336,9+10,12* 373,44+ 13,167 192,0+8,13"
Glicose (mg/dL) 108,63 + 12,51* 145,40+£3,40*  75,69+535"
Insulina (mg/dL) 0,56 +0,18 b 1,36 +£0,27 * 0,50+0,13 b
Insulina/Glicose (mg/dL) 0,005 + 0,001* 0,009 + 0,0002" 0,006 +0,001*

Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média (n=6). Letras diferentes
representam valores significantemente diferentes (p < 0,05) para valores da mesma linha.
AGNE - 4cido graxo ndo esterificado. GS (grupo soja), GVPH (grupo gordura vegetal

parcialmente hidrogenada), GP (grupo peixe).



5.6 — Expressao de RNAm para resistina, TNFo, adiponectina, leptina e PPARY no

tecido adiposo branco retroperitoneal

As figuras 7 a 11 apresentam os dados de quantificacdo da expressdo dos genes
resistina, TNFa, adiponectina, leptina e PPARy no tecido adiposo branco retroperitoneal
(TABR) dos filhotes machos adultos alimentados com diferentes fontes lipidicas, no 120° dia
de vida.

O consumo de racdo a base de gordura vegetal hidrogenada produziu aumento
significativo na expressao dos genes resistina e TNFa, comparada a expressao destes genes no
TABR dos animais GS e GP, os quais, por sua vez, ndo manifestaram diferengas entre si na
expressdo destes genes (figuras 7 e 8). A ingestdo de GVPH promoveu também reducio
significativa da expressdo de adiponectina, comparada a expressdo deste gene no TABR dos
animais GS e GP, os quais, mais uma sua vez, ndo manifestaram diferencas entre si na
expressdo deste gene (figura 9). Os animais que receberam dieta a base de dleo de peixe
apresentaram redugdo significativa da expressdo de leptina, quando comparados aos animais
GS e GVPH, os quais, ndo manifestaram diferengas entre si na expressao deste gene (figura
10). O tratamento com 6leo de peixe promoveu ainda a maior expressdao de PPARy no TABR,
obtida entre todos os grupos estudados. De outro modo, o tratamento com gordura
hidrogenada produziu a menor expressao desse gene, dentre os trés grupos experimentais
(figura 11).

A tabela 7 apresenta os coeficientes de correlagdo de Pearson (r), com os respectivos
valores de p, relativos as diferentes andlises de correlagdo efetuadas entre os resultados de
expressdo dos genes estudados, nos trés grupos experimentais.

Os animais que consumiram Oleo de soja como fonte lipidica, manifestaram forte

correlagdo positiva entre as expressdes de PPARy e leptina (r = 0,93) em seu TABR. Entre os



animais tratados com ragdo rica em GVPH, foram encontradas correlagdes negativas entre as
expressoes dos genes PPARy e TNFq (r = - 0,89) bem como entre as expressoes dos genes
resistina e adiponectina (r = - 0,83). De outro modo, neste grupo de animais, as quantificagdes
da expressdo dos genes PPARy e adiponectina correlacionaram-se positivamente (r = 0,86).
Nenhuma correlagdo significativa foi encontrada entre as expressdes dos genes analisados

para o grupo alimentado com ragdo a base de 6leo de peixe.
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Figura 7 - Expressao de Resistina no tecido adiposo branco retroperitoneal dos filhotes
machos adultos alimentados com diferentes fontes lipidicas, no 120° dia de vida.
Resultados de RT-PCR em tempo real do gene Resistina, expressos em unidade arbitraria, em
relacdo a expressdo do gene Ciclofilina b, utilizado como gene de referéncia. Os valores
representam a média + erro padrdo da média (n=6). Letras diferentes representam valores
significantemente diferentes (p < 0,05). GS (grupo soja), GVPH (grupo gordura vegetal

parcialmente hidrogenada) e GP (grupo peixe).
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Figura 8 - Expressio de TNFa no tecido adiposo branco retroperitoneal dos filhotes
machos adultos alimentados com diferentes fontes lipidicas, no 120° dia de vida.
Resultados de RT-PCR em tempo real, expressos em unidade arbitraria, em relacdo a
expressdo do gene Ciclofilina b, utilizado como gene de referéncia. Os valores estdo
expressos como média + erro padrdo da média (n=6). Letras diferentes representam valores
significantemente diferentes (p < 0,05). GS (grupo soja), GVPH (grupo gordura vegetal

parcialmente hidrogenada) e GP (grupo peixe).
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Figura 9 - Expressio de Adiponectina no tecido adiposo branco retroperitoneal dos
machos adultos alimentados com diferentes fontes lipidicas, no 120° dia de vida.
Resultados de RT-PCR em tempo real, expressos em unidade arbitraria, em relacdo a
expressdo do gene Ciclofilina b, utilizado como gene de referéncia. Os valores estdo
expressos como média + erro padrdo da média (n=6). Letras diferentes representam valores
significantemente diferentes (p < 0,05). GS (grupo soja), GVPH (grupo gordura vegetal

parcialmente hidrogenada) e GP (grupo peixe).
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Figura 10 - Expressio de Leptina no tecido adiposo branco retroperitoneal dos filhotes
machos adultos alimentados com diferentes fontes lipidicas, no 120° dia de vida.
Resultados de RT-PCR em tempo real, expressos em unidade arbitraria, em relagdo a
expressdo do gene Ciclofilina b, utilizado como gene de referéncia. Os valores estdo
expressos como média + erro padrdo da média (n=6). Letras diferentes representam valores
significantemente diferentes (p < 0,05). GS (grupo soja), GVPH (grupo gordura vegetal

parcialmente hidrogenada) e GP (grupo peixe).
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Figura 11 - Expressio de PPAR-y no tecido adiposo branco retroperitoneal dos filhotes
machos adultos alimentados com diferentes fontes lipidicas, no 120° dia de vida.
Resultados de RT-PCR em tempo real, expressos em unidade arbitraria, em relacdo a
expressdo do gene Ciclofilina b, utilizado como gene de referéncia. Os valores estdo
expressos como média + erro padrdo da média (n=6). Letras diferentes representam valores
significantemente diferentes (p < 0,05). GS (grupo soja), GVPH (grupo gordura vegetal

parcialmente hidrogenada) e GP (grupo peixe).



Tabela 7 — Correlagdo linear (Pearson) entre a expressdo dos genes PPARY, resistina, TNFa,
adiponectina e leptina pelo tecido adiposo branco dos filhotes machos adultos alimentados

com diferentes fontes lipidicas, no 120° dia de vida.

Genes GS GVPH GP

r p-valor r p-valor r p-valor
PPARYy vs Resistina -0,11 0,849 -0,73 0,158 -0,51 0,379
PPARY vs TNFa 0,15 0,806  -0,89* 0,044 0,29 0,634
PPARYy vs Adiponectina 0,63 0,252 0,86* 0,031 0,31 0,612
PPARY vs Leptina 0,93* 0,022 0,27 0,654 0,43 0,467
Resistina vs TNFa 0,55 0,253 0,67 0,142 0,36 0,478
Resistina vs Adiponectina -0,42 0,406 -0,83* 0,040 -0,32 0,537
Resistina vs Leptina 0,09 0,884 0,18 0,767 0,35 0,562
TNFa vs Leptina 0,08 0,890 0,58 0,296 0,28 0,647
Adiponectina vs TNFa -0,20 0,696 -0,36 0,484 -0,53 0,276
Adiponectina vs Leptina 0,42 0,472 -0,06 0,916 -0,58 0,304

r * valor de coeficiente de correlagdo de Pearson significante (p < 0,05). GS (grupo soja),

GVPH (grupo gordura vegetal parcialmente hidrogenada), GP (grupo peixe).



6 DISCUSSAO

Relatos cientificos recentes tém demonstrado que a importdncia metabdlica e
fisiologica dos 4cidos graxos transcende o reconhecimento das suas classicas fungdes como
macronutrientes energéticos e constituintes de estruturas celulares. Atribui-se aos acidos
graxos ag0es moleculares distintas e dependentes das suas caracteristicas estruturais e
espacialmente conformacionais. Neste sentido, a composicao especifica de acidos graxos
constituintes de membranas pode modular mecanismos envolvidos com a regulagdo da
funcao celular (Fickova et al., 1998). Estas estruturas lipidicas podem também interagir com
fatores de transcri¢do, agindo como ligantes ativadores de fatores de transcri¢do, modulando
diretamente a expressdo de genes capazes de desencadear diferentes respostas metabolicas,
inclusive na diferenciagdo celular e crescimento de adipdcitos (Roche, 2004; Gerhold et al.,
2002). Assim, o acimulo anormal ou excessivo de gordura no tecido adiposo, caracterizando
condi¢do patoldgica, em geral, associada a distintos agravos a satde, pode estar relacionado,
ndo exclusivamente ao consumo excessivo de lipideos, mas também as suas variagdes
qualitativas, dentre outros fatores, sabidamente envolvidos na etiologia da obesidade.
Adicionalmente, tem sido reconhecido que as variagdes de qualidade das estruturas lipidicas
podem alterar a fun¢do enddcrina do tecido adiposo, modulando a secrecdo e expressdo de
adipocinas (Bray et al., 2002; Flachs et al., 2006). Reunidas, estas e outras evidéncias
cientificas, tém respaldado o interesse na investigacdo acerca da interacdo entre diferentes
acidos graxos e o controle da expressao génica, traduzindo-se na possibilidade da elucidagao
dos mecanismos envolvidos em diferentes disfungdes metabolicas de reconhecida
importancia para a saide humana.

Neste contexto, no presente estudo, buscamos avaliar os efeitos dos acidos graxos

poliinsaturados de cadeia longa das séries n-3 e n-6 e dos acidos graxos trans, sobre a



modulagcdo da expressdo de genes associados a fungdo enddcrina do tecido adiposo, bem
como sobre pardmetros bioquimicos plasmaticos relacionados a homeostase glicémica e ao
metabolismo lipidico. Utilizamos ratos machos adultos, tratados com dietas manipuladas,
confeccionadas com fontes alimentares daqueles diferentes acidos graxos, desde a sua
concepgdo até o 120° dia de vida.

O protocolo experimental utilizado consistiu na oferta das dietas manipuladas desde a
concepe¢do dos animais, respaldando-se no reconhecimento de que durante a vida intrauterina
o feto depende do suprimento de nutrientes fornecido pela mae. Fisiologicamente, esta
dependéncia ainda se mantém durante o periodo pds-natal correspondente & amamentagao
(King, 2000). Cita-se ainda que o feto seja capaz de adaptar-se metabolicamente, frente as
condigdes ambientais as quais ¢ submetido durante o seu desenvolvimento (Barker, 2000).
Assim ¢ possivel que sejam estabelecidas programacgdes, metabolicas e funcionais, capazes de
acompanhar os individuos ao longo de toda a sua vida. Questdes desta natureza estdo
amplamente descritas na literatura, tratando essencialmente de condi¢des ambientais adversas.
Entretanto ja ha descri¢do acerca do papel de distintos fatores nutricionais, dentre estes os
AGs, modulando, precocemente, o metabolismo (Albuquerque et al., 2006). Neste sentido, o
modelo experimental adotado em nosso estudo permitiu garantir a oferta de AGs distintos
desde a vida pré-natal, viabilizando o estabelecimento de uma condicdo controlada,
supostamente capaz de produzir alteragcdes metabolicas tardias nestes animais. Testamos a
hipotese de ocorréncia de modificagdes na habilidade do tecido adiposo expressar adipocinas,
em funcdo dos diferentes tipos de AG disponibilizados através de fontes dietéticas, desde a
concepgao dos animais.

Procedendo a andlise conjunta dos resultados relativos @ massa corporal e a ingestao
alimentar dos animais pertencentes aos trés grupos experimentais estudados, verificamos que,

o grupo que recebeu dieta normolipidica, rica em acidos graxos trans (GVPH), manifestou



comportamento diferenciado. Nestes animais, o menor consumo de racdo, em relagdo aos
animais GS e GP, estabelecido ap6s o desmame (aos 21 dias de vida) e mantido até a sétima
semana de vida (cerca de um més e meio de idade), ndo foi acompanhado por reducdo da sua
massa corporal que, contrariamente, mostrou elevacdo significativa, em relacdo aos animais
GS e GP, entre a quinta (cerca de um més de idade) e a décima terceira (cerca de trés meses
de idade) semanas de vida. Adicionalmente, os animais que receberam ragdo rica nos
AGPICL n-3, EPA ¢ DHA (GP), mostraram comportamento alimentar, ao longo de todo o
periodo experimental, semelhante ao dos animais GS, que consumiram dieta rica em acido
linoléico, importante representante da familia de AGPI n-6 e também ao do GVPH, apds a
sétima semana de vida. Contudo, os animais GP manifestaram redu¢do da sua massa corporal,
em relagdo aos animais GVPH, a partir da décima quinta semana de vida até a data do seu
sacrificio (aos 120 dias) (figuras 5 e 6).

Recentes publicagdes, descrevendo a utilizagdo de protocolos dietéticos semelhantes,
aplicados aos animais de experimenta¢do, também mostraram resultados andlogos aos nossos.
Albuquerque e colaboradores (2006), também encontraram reducdo da ingestdo alimentar
apos o desmame de animais que receberam dieta manipulada, normolipidica e isocalorica, rica
em acidos graxos trans, exclusivamente durante a gesta¢do e lactagdo bem como desde a
concepgdo até os 90 dias de vida, quando estes animais foram comparados aos animais
controle, indicando que uma exposi¢cdo no inicio da vida aos AGs trans estad relacionada a
adaptagdes no controle da ingesta alimentar através de alteragdes em mecanismos
hipotalamicos (Albuquerque et al., 2006). Do mesmo modo, em investigacdo, conduzida em
nosso proprio laboratério, animais tratados com rag¢do confeccionada com gordura
hidrogenada mostraram comportamento alimentar semelhante (Mizurini, 2006).

Diferencas no acimulo de massa corporal, promovidas por dietas contendo lipideos de

distintas fontes alimentares também tém sido descritas. Sugere-se que a composi¢do dos



acidos graxos da fonte lipidica da dieta constitui fator determinante da eficiéncia metabolica
da energia consumida, ou seja, da capacidade de utilizagdo e/ou acumulagdo energética.
Assim, as diferencas no acimulo de massa corporal promovidas por dietas compostas por
base de lipideos de distintas naturezas dietéticas, podem ser justificadas em funcdo das
diferentes taxas de oxidacdo dos 4cidos graxos (Jones, 1989). Neste sentido, Clarke (2000)
mostrou que os AGPI da série n-3 atuam favorecendo a oxidacdo dos acidos graxos e, assim,
desfavorecendo o armazenamento desta molécula energética. O autor sugeriu que estes AGPI
poderiam influenciar a expressdo de genes de inimeras enzimas envolvidas no metabolismo
lipidico, resultando no menor acimulo de massa adiposa (Clarke, 2001). No presente estudo,
entretanto, ndo constatamos diferengas entre as massas corporais dos animais GP e GS. No
entanto, DeLany e colaboradores (2000) mostraram que os acidos graxos insaturados sao
oxidados mais rapidamente, em detrimento de seu armazenamento, do que os acidos graxos
saturados (DeLany et al., 2000). Assim, o elevado contetido total de AGS na dieta oferecida
aos animais GVPH (tabela 3) pode ter contribuido para o maior acimulo de massa adiposa
observado neste grupo experimental.

Resultados experimentais acerca da evolugao ponderal de animais, obtidos a partir da
aplicagdo de protocolos experimentais que utilizam dietas isocaloricas e normolipidicas, ricas
em acidos graxos trans sdo escassos. Sabarense (2003) e Albuquerque e colaboradores
(2006), quando trataram ratos com dieta hiperlipidica e normolipidica, respectivamente, a
base de gordura vegetal hidrogenada, ndo observaram diferenca significativa na massa
corporal dos animais, quando comparados aos animais controle (Sabarense, 2003;
Albuquerque et al., 2006). Recentemente, demonstramos em nosso laboratorio que dietas
normolipidicas, a base de gordura vegetal parcialmente hidrogenada, rica em acidos graxos
trans, oferecidas desde a lactacdo, favorecem a retengdo de massa corporal, em animais na

idade jovem. O aumento da adiposidade observada nestes animais resultou, provavelmente,



em parte, da elevada taxa lipogénica, também observada em seus tecidos adiposos (Silva et
al., 2006).

Considerados os nossos achados bem como os dados da literatura, sugerimos que a
qualidade lipidica da dieta, independentemente da quantidade deste macronutriente, oferecido
durante os periodos de crescimento e desenvolvimento orgénicos, pode contribuir para uma
maior adiposidade em etapas posteriores da vida.

Em nossas dietas experimentais, os percentuais de acidos graxos poliinsaturados das
séries n-6 e n-3 e de 4cidos graxos trans variaram em fun¢do do percentual da fonte lipidica
especifica adicionada a dieta, normolipidica, a base de caseina. Constatamos a presenca de
acidos graxos frans em nossas dietas confeccionadas com gordura vegetal hidrogenada,
conforme pressuposto. Nas dietas confeccionadas com Oleo de soja, os acidos graxos
essenciais apresentaram-se em maior quantidade e o principal representante foi o acido
linoléico (C18:2 n-6). Na dieta com 6leo de peixe foi detectada a presenga dos acidos graxos
de cadeia longa da série n-3, eicosapentaendico (C20:5 n-3) e docosahexaendico (C22:6 n-3).
Convém ressaltar a auséncia desses AGPICL (EPA e DHA) nas demais dietas utilizadas no
presente estudo (tabela 3). Estes resultados assemelham-se aqueles ja descritos na literatura,
nos quais também foi realizada a andlise cromatografica da distribuicdo percentual de AG das
dietas manipuladas utilizadas em seus ensaios experimentais, com fontes lipidicas alimentares
de natureza semelhante as utilizadas em nosso estudo (Albuquerque et al., 2006; Silva et
al.,2006; Mizurini, 2006). A identificacdo e distribuicao caracteristica destes AGs nas
diferentes dietas manipuladas, respaldam a aplicabilidade do protocolo experimental eleito, no
sentido da garantia da oferta de fontes de AGs especificos.

Corroborando o aspecto supracitado, o tipo e a quantidade de 4acidos graxos, presentes
nos lipideos plasmaticos dos animais estudados, refletiram o perfil de distribuicdo de AG de

suas respectivas dietas (tabelas 3 e 4). De fato, apds 120 dias de consumo de fontes dietéticas



de AGs especificos, encontramos no plasma dos animais GP, os maiores valores percentuais
dos AGPICL da série n-3 EPA e DHA. Antagonicamente ao que se observou nos animais GS,
o grupo GP apresentou, no plasma, redugdo significativa no percentual de AGPI da série n-6,
principalmente de AA e de acido linoléico. O grupo que recebeu gordura hidrogenada como
fonte lipidica foi o Unico a apresentar acimulo de acidos graxos frams nos lipideos
plasmaticos. Estes achados sdo indicativos de que a ingestdo dietética de AG estruturalmente
distintos promove modificagdes no perfil lipidico sistémico, as quais refletem o seu consumo.

Ha evidéncias de que individuos que consomem dietas ricas em 4acidos graxos
polinsaturados e em 4cidos graxos trans apresentam maior percentual destes AGs depositados
em seus tecidos adiposos (Baylin et al, 2002). Estudos envolvendo animais de
experimentacdo também confirmam que o perfil de distribuicdo de lipideos dietéticos
determina a composicao de AG no tecido adiposo bem como nos fosfolipideos de membranas
(Fickova et al., 1998), mostrando que as concentragdes dos AGs depositados no tecido
adiposo branco visceral sdo, em geral, proporcionais a composi¢do da dieta (Silva et al., 2006;
Arab, 2003; Sabarense, 2003). No presente estudo também verificou-se que a composicao
relativa de AG do tecido adiposo branco retroperitoneal refletiu, em grande parte, o conteudo
de AG das dietas experimentais, na medida em que aqueles AG encontrados em maior
propor¢cdo nas dietas de diferentes bases lipidicas, também apresentaram-se em maior
propor¢ao no tecido adiposo dos animais tratados (tabelas 3 e 5). A incorporacdo dos acidos
graxos trans no TABR dos animais GPVH constitui indicador preciso da utiliza¢do tecidual
de AG de origem dietética, uma vez que estes AGs ndo sdo sintetizados pelos animais ndo
ruminantes. Esta deposi¢do pode estar relacionada a caracteristica deste tecido de servir como
reservatorio de energia na forma de triglicerideos (Sabarense, 2003).

A menor razdo AA/EPA, tanto no plasma como no tecido adiposo branco

retroperitoneal, foi definida para o grupo GP, que recebeu dieta rica em AGPICL da série n-3



(tabelas 4 e 5). Segundo Simopoulos (2006, 2002b), elevagao na razdo AGPI n-6/n-3, associa-
se fortemente a distintas alteracdes metabdlicas promovendo o desenvolvimento de DCNTs.
De outro modo, um aumento nas concentragdes de AGPI da série n-3, reduzindo aquela razao,
produz efeitos benéficos na prevengdo destas enfermidades em individuos. Ainda de acordo
com este autor, a razdo AGPI n-6/n-3 ideal pode variar entre 1-2/1 e, as dietas ocidentais, na
atualidade, caracterizam-se por apresentar razdo entre estes AGPI que se aproximam de 15-
20/1 (Simpoulos, 2006; Simopoulos 2002b). Ndo encontramos na literatura informagdes
acerca da existéncia de um valor ideal especifico para roedores.

Considerados os parametros bioquimicos plasmaticos relacionados ao metabolismo
lipidico, nossos resultados mostraram que a ingestdo de diferentes fontes lipidicas pode ser
um importante modulador do perfil de lipoproteinas circulantes. Os animais que receberam
dieta com 6leo de peixe apresentaram as menores concentracdes de triglicerideos e colesterol
total. Embora as concentracdes plasmaticas de HDL-c tenham se mostrado reduzidas nestes
animais, a razdo CT/HDL-c revelou a inexisténcia de diferenca significativa em relagdo aos
animais que receberam dieta com 6leo de soja (tabela 6).

De acordo com Din ¢ colaboradores (2004), o efeito mais caracteristico dos AGPI da
série n-3 no perfil lipoprotéico constitui na redugdo, dose dependente, das concentracdes
sanguineas de triglicerideos (Din ef al., 2004). Ha evidéncias indicativas de que os AGPI n-3
reduzem as concentragdes de triglicerideos através da redugdo na producdo enddgena de
VLDL-c (Baker e Gibbons, 2000), o que poderia justificar, parcialmente, a redugdo da
resposta lipémica pds-prandial apos a ingestao desse tipo de AG (Sutherland, 2002). Também
¢ possivel que este efeito resulte da supressdo da transcri¢do de genes de enzimas lipogénicas
e do aumento concomitante da oxidagcdo de AG (Jump e Clarke, 1999).

Halvorsen e colaboradores (2001) demonstraram que, em modelos animais, a

administracdo de 6leo de peixe estimulou a B oxidacdo mitocondrial e peroxissomal,



contribuindo para o efeito hipolipemiante da ingestdo de AGPI n-3 (Halvorsen et al., 2001).
Adicionalmente, Peyron-Caso e colaboradores (2003) encontraram redugdo no tecido adiposo
visceral de animais que receberam dieta rica em 6leo de peixe (Peyron-Caso et al., 2003). No
presente estudo, também foi verificado reducdo na quantidade de tecido adiposo branco
retroperitoneal (dados ndo demonstrados) nos animais GP, possivelmente devido a
diminui¢@o das concentracdes plasmaticas de triglicerideos e/ou aumento na oxidacao de AGs
em detrimento a menor reesterificacdo (Ukropec et al., 2003; Drevon, 2005). Também ¢
possivel que as menores concentracdes de AGNE e glicerol, encontradas no plasma dos
animais que receberam dieta com o6leo de peixe, comparadas as dos animais GS e GVPH,
reflitam, em parte, a menor deposi¢ao de TG no tecido adiposo (tabela 6).

O efeito hipocolesterolémico dos AGPI da série n-3, identificado nos animais GP,
pode ser atribuido, entre outros fatores, a reducdo da taxa de formagdo da LDL-colesterol,
pois tanto o EPA quanto o DHA seriam eficazes em estimular a atividade do seu receptor no
tecido hepético, contribuindo ainda mais para a redu¢do das concentragdes de LDL-colesterol
(Spady, 1999).

A significativa elevagdo na razdo CT/HDL-c, verificada entre os animais que
receberam gordura hidrogenada como fonte lipidica, comparada aos valores respectivos aos
animais GS e GP, sugere que, de fato, os animais GVPH apresentaram o menor conteudo
relativo de HDL-c plasmatica dentre grupos estudados, apesar da igualdade estatistica dos
teores desta lipoproteina em relagdo ao GS (tabela 6). Denke (1995) ja havia descrito que o
consumo de gordura vegetal hidrogenada, rica em acidos graxos trans, promove diminui¢ao
da HDL-colesterol. Embora o exato mecanismo, através do qual os acidos graxos trans
modifica a concentragdo de lipideos circulantes ndo esteja totalmente esclarecido, alguns

autores sugerem que estes isdmeros promovem aumento da atividade da enzima responsavel



pela transferéncia de ésteres de colesterol (CETP, proteina transferidora de éster de colesterol)
da HDL-colesterol para a LDL-colesterol e VLDL-colesterol (Gatto et al., 2001).

A associagdo entre os indicios do menor ganho de massa corporal entre 0s nossos
animais adultos que consumiram dieta com 6leo de peixe (figura 6) e as concentragdes
reduzidas de TG e AGNE no seu plasma (tabela 6), permitem-nos sugerir uma agao protetora
dos AGPI da série n-3 na prevencao do diabetes tipo II, tendo em vista que ha evidéncias de
que alteragdes metabdlicas, como elevagdes cronicas nas concentragdes plasmaticas de AGNE
e TG, principalmente associadas as dietas hiperlipidicas, constituem o primeiro passo para a
perda da sensibilidade periférica a insulina e diminuicdo da resposta insulinica a glicose
(Chicco et al., 2003). A analise global destes dados corrobora a hipétese de que o consumo de
AGPI da série n-3 influencia favoravelmente a dindmica das lipoproteinas.

A insulina constitui hormdnio pancredtico que exerce efeitos periféricos sobre
processos metabolicos de natureza anabdlica nas espécies mamiferas, dentre estes, a captagdo
de glicose, a sintese de glicogénio muscular e hepatico e a sintese de triglicerideos no tecido
adiposo. Resisténcia a insulina pode ser definida como uma diminuicdo da resposta de
diferentes tecidos ao hormoénio, condicdo fortemente associada ao aparecimento do diabetes
tipo II (Ferranini et al., 1999). Com relacdo a este pardmetro hormonal, nossos resultados
mostraram que o grupo que recebeu dieta rica em 4acido graxo trams, apresentou a maior
concentragdo plasmatica de insulina bem como a maior razdo insulina/glicose, quando
comparados os mesmos resultados relativos aos animais GS e GP, cujas dietas continham
quantidades expressivas de AGPI. Os animais GVPH apresentaram ainda aumento
significante na glicemia plasmatica frente ao grupo que recebeu o6leo de peixe como fonte
lipidica da dieta (tabela 6).

A literatura concernente ao efeito dos acidos graxos trams sobre a homeostase

glicémica ndo ¢ consensual. Desde o reconhecimento da a¢do dos acidos graxos frans sobre a



fluidez das membranas celulares, credita-se a estes lipideos efeitos adversos sobre a agdo da
insulina e de seus receptores, traduzindo-se em risco para o desenvolvimento da resisténcia
insulinica (Saravanan et al., 2005). Entre individuos diabéticos do tipo II ou resistentes a
insulina, com consumo elevado de GH, observa-se alteracao mais acentuada na sensibilidade
a insulina (Christiansen et al., 1997). Em contrapartida, estudos de interven¢do ndo tém
demonstrado uma relagdo significante entre a ingestdo destes AG e a perda da sensibilidade a
insulina, em individuos saudéaveis e magros (Lovejoy et al.,, 2002; Louheranta et al., 1999).
Risérus (2006), em recente revisdo sobre o tema, relata que a inconsisténcia nos estudos
capazes de demonstrar associacdo entre os acidos graxos frans € a resisténcia insulinica pode
ser também decorrente de limitagdes metodoldgicas, tais como estudos de curta duragao,
reduzido niimero amostral, modelos experimentais diferenciados, incluindo a utilizacdo de
distintas quantidades e tipos de acidos graxos trans.

Atualmente, os acidos graxos trans estdo sendo associados a presenca de marcadores
sistémicos inflamatérios, de modo que tém sido considerados pro-inflamatorios. Foi sugerido
que este efeito provocado pela ingestdo destes AGs pode ser parcialmente mediado pelo
tecido adiposo (Mozaffarian et al., 2006). De fato, o tecido adiposo ¢ um 6rgdo que secreta
adipocinas, relacionadas a distintos processos metabdlicos, incluindo a resposta inflamatéria
organica, além da sensibilidade a insulina, adiposidade, dentre outros (Fonseca-Alaniz ef al.,
2006; Grundy, 2006). Dentre as adipocinas relacionadas aos referidos processos metabolicos,
destacam-se: a resistina, o TNFa, a adiponectina e a leptina, cujas expressdes génicas foram
determinadas no tecido adiposo branco retroperitoneal dos animais adultos submetidos ao
nosso protocolo experimental.

Maior expressdo de RNAm de resistina e de TNFa foi verificada no TABR dos
animais GVPH, comparadas as determinadas no tecido adiposo dos animais GS e GP (figuras

7 e 8), sugerindo a possibilidade de prejuizos para a sensibilidade a insulina, 0 metabolismo



lipidico e a adiposidade. Outros autores também encontraram associa¢do entre o consumo de
AG trans e o aumento na produgdo de citocinas pro-inflamatérias como o TNFa, embora
analisando o conteudo plasmatico desta adipocina (Mozaffarian et al., 2004; Han et al., 2002).
Essa associacdo pode representar um novo caminho para a compreensdo dos efeitos dos
acidos graxos frans sobre o risco do desenvolvimento de DCNT, tais como as doengas
cardiovasculares e diabetes. De todo o modo, ¢ importante ressaltar a disparidade, por vezes
existente, entre a expressdo de genes referentes as adipocinas e a respectiva expressdo e
atividade de suas proteinas correspondentes, secretadas pelo tecido adiposo, como
recentemente foi indicado (Fain et al., 2004).

Tém sido sugeridos possiveis mecanismos através dos quais, o TNFa poderia afetar a
sensibilidade a insulina, descreve-se dentre eles: a regulacdo de genes e proteinas importantes
para a cascata de sinalizagdo insulinica, a estimula¢do da lipolise, induzindo ao aumento na
liberagdo dos AGNE e a regulacdo negativa de PPARy, receptor nuclear relacionado a
melhoria da sensibilidade a insulina (Borst, 2004). De outro modo, a expressdao de RNAm e a
secrecao de TNFa encontram-se elevadas em animais € humanos obesos, correlacionando-se
positivamente com o aumento do volume das células adiposas em todos os depodsitos de
gordura corporal (Hotamisligil, 2000).

A resistina, considerada por alguns autores como um marcador subclinico de
inflamacdo, correlaciona-se fortemente com outras citocinas como a proteina C reativa € o
TNFa (Yaturu et al, 2006). Recentemente foi demonstrado que a resistina reduziu a
expressdo de genes responsaveis pela adipogénese, como o fator de transcricdo PPARYy, além
de aumentar a expressdo de citocinas pro-inflamatorias e reduzir a resposta a insulina pelos
transportadores de glicose, sugerindo-se para esta adipocina, uma nova fungdo como um fator
autocrino e paracrino que afeta o processo inflamatdrio e a sensibilidade insulinica no tecido

adiposo (Fu ef al, 2006). H4 dados sugestivos de que a resistina promova resisténcia



insulinica por meio do aumento da glicogénese hepatica, exercendo rapido efeito sobre este
tecido (Rajala et al, 2003). Também foi demonstrado, em cultura de adipocitos, que os
AGPIs reduzem a expressdo de resistina, sugerindo-se que os efeitos benéficos da ingestao
destes AGs na sensibilidade a insulina poderiam ser explicados, em parte, por esse
mecanismo (Haugen et al., 2005). Cabe ressaltar, entretanto, que ainda nao ha clareza acerca
do envolvimento da resistina na sinalizagdo insulinica (Ukkola, 2002). De todo o modo,
também se encontra na literatura relato de que, assim como em nosso estudo, os acidos graxos
trans induziram maior expressdo de resistina (Saravanan et al, 2005). Embora seja
importante ressaltar que o estudo citado utilizou para as andlises o tecido adiposo branco
epididimal e uma dieta com 10% de fonte lipidica durante trés meses, comparando a ingestao
de acidos graxos trans com outros grupos contendo acido graxo saturado e poliinsaturado da
série n-6 como base lipidica.

Tanto resistina quanto TNFa estdo envolvidos no processo inflamatorio da
aterogénese. Participam da migracdo de mondcitos e da sua conversio em macrofagos, na
parede endotelial, por meio da transcricio do NFkB, que modula uma série de reacgdes
inflamatorias no tecido vascular, como a expressao da molécula de adesdo na superficie das
células endoteliais e musculares lisas (Kawanami et al., 2004; Lyon et al., 2003).

Em contraste as acdes das demais adipocinas, a expressdo de adiponectina constitui
processo relacionado a protecdo contra a obesidade, diabetes tipo II e doencgas
cardiovasculares (Hotta et al., 2000) e, portanto, a investigagdo a seu respeito vem merecendo
intensa atencdo. Este hormonio apresenta elevada expressdo pelos adipocitos e exerce uma
variedade de efeitos benéficos ao organismo incluindo fungdes antiaterogénicas e anti-
inflamatorias, além de favorecer a sensibilidade a insulina (Abbasi et al., 2004; Kern et al.,
2003; Weyer et al., 2001). No presente estudo, o grupo que recebeu dieta rica em gordura

hidrogenada mostrou menor expressdo do gene referente a adiponectina no TABR quando



comparado aos grupos GS e GP (figura 9). Apesar do parcial conhecimento acerca dos
mecanismos de atuacdo desta adipocina, a existéncia de teores circulantes reduzidos de
adiponectina entre individuos com enfermidades metabdlicas e vasculares, sugere que
hipoadiponectinemia pode ser um importante fator favorecedor destas alteracdes (Matsuzawa,
2005). Neste sentido tem sido apontado como um hormonio capaz de reduzir a resisténcia
insulinica e o risco de doengas cardiovasculares em pacientes diabéticos e obesos (Fruebis et
al., 2001; Yamauchi et al., 2001).

Em recente investigacdo foi demonstrado que dietas ricas em 6leo de peixe, fonte de
AGPICL da série n-3, induzem maior expressdo e concentracdo plasmatica de adiponectina,
via mecanismo dependente de PPARY (Neschen et al., 2006). Nossos resultados também
mostraram maior expressao de adiponectina e de PPARy no tecido adiposo daqueles animais
alimentados com dieta rica em 6leo de peixe, refor¢ando o reconhecimento da inter-relagdo
entre estas proteinas.

A leptina, primeira e uma das mais caracterizadas proteinas secretadas pelos
adipdcitos, € responsavel por importantes efeitos na regulacdo da ingestdo alimentar, gasto
energético e fun¢do neuroenddcrina. Normalmente apresenta-se aumentada na obesidade e,
possivelmente, afeta a sensibilidade a insulina (Margetic et al., 2002). Considerando o papel
fundamental dos AGs no metabolismo energético, bem como a importancia da leptina na
regulacdo da massa corporal, buscamos examinar o efeito de diferentes fontes lipidicas
dietéticas sobre a expressdo do gene responsavel pela formacao de leptina no tecido adiposo.
Nossos resultados ndo mostraram alteragdes na expressdo de leptina no grupo GVPH, quando
comparado ao grupo GS (Figura 10). E possivel que este resultado reflita a menor expressio
desta adipocina no tecido adiposo retroperitoneal. A literatura refere menor expressdo de
leptina no tecido adiposo visceral, no entanto, também ¢ sabido que a sua liberagdo ¢

proporcional ao tamanho da massa do tecido adiposo (Maffei et al., 1995). Assim, ¢ possivel



que a menor expressao desta adipocina no TABR do grupo de animais alimentados com dieta
confeccionada com 6leo de peixe, quando comparada a expressdo relativa aos animais GS e
GVPH, justifique-se pelo fato daquele grupo apresentar massa adiposa mais reduzida, na
medida em que a partir da décima quinta semana de vida estes animais também passaram a
apresentar menor massa corporal (figuras 6 e 10). Raclot e colaboradores (1997) e Ukropec e
colaboradores (2003) mostraram resultados semelhantes além de também verificarem
correlacdo positiva entre o tamanho do adipdcito e a expressao de leptina, sugerindo uma acao
reguladora dos AGPI da série n-3 na massa de tecido adiposo (Raclot et al.,,1997), ja que
esses acidos graxos também estdo relacionados com uma redugdo na sintese e/ou um aumento
na oxidagao lipidica (Ukropec et al., 2003). Referéncias adicionais ja demonstraram que a
utilizacdo de dietas ricas em AGPICL da série n-3 reduz a expressdo de leptina in vivo e in
vitro (Reseland et al., 2001). A ingestdo de dieta normolipidica, rica em AGPI n-3 também
promoveu reducdo da expressdo do gene referente a leptina pelo tecido adiposo. Esta redugdo
nao foi acompanhada por redugdes nas concentragcdes plasmaticas do hormoénio, quando
foram comparados estes resultados com os do grupo que recebeu dieta rica em AGS (Drevon,
2005). Adicionalmente, merece ressalva o reconhecimento de que a expressio e as
concentragdes plasmaticas de leptina também podem ser alteradas por algumas citocinas, tais
como o TNFa e a IL-6 (Mantzoros, 1999), além de por fatores de transcri¢do, como o PPARy
os quais agem modulando negativamente a expressdo desta adipocina (Kallen e Lazar, 1996).
O fato de que lipideos interagem com intimeros fatores de transcricdo, regulando
diretamente a expressdo de diferentes genes, pode constituir base molecular capaz de justificar
a forte associacdo verificada entre alteragdes na composicao de acidos graxos consumidos e o
desenvolvimento da obesidade e resisténcia a insulina (Roche, 2004; Clarke, 2000).
Considerada esta hipotese, no presente estudo, a ingestdo de dieta rica em AGPICL da

série n-3 promoveu aumento da expressio de PPARy pelo tecido adiposo branco



retroperitoneal dos animais GP, maior do que o verificado no TABR do grupo de animais que
recebeu dieta rica em 6leo de soja, fonte de AGPI da série n-6 (figura 11). Em 1997, Kliewer
e colaboradores ja haviam demonstrado que o PPARY pode ser ativado por ligantes endogenos
como os AGPI e os seus derivados. Estes autores também sugeriram que esta afinidade do
PPARY por AGPI pode constituir mecanismo molecular através do qual os AGPI seriam
capazes de atuar na prevencao de alteragcdes metabodlicas ocorridas nas DCNT (Kliewer et al.,
1997). Ha referéncias adicionais indicativas de que os AGPICL da série n-3, principalmente o
EPA, sdo potentes ativadores de PPARY2 no tecido adiposo branco. A expressdao de PPARY2
resulta na remodelagdo do tecido adiposo em animais adultos, favorecendo a sensibilidade a
insulina e uma coordenada ativacdo de inimeros genes de hormonios, citocinas e enzimas
envolvidas no metabolismo dos adipocitos (Lombardo e Chicco, 2006; Willson et al., 2001;
Rousseau et al., 1997). Adicionalmente, a expressdo de PPARY2 inibe a ativacao de NFB,
fator de transcrigdo responsavel pela transcricdo de mediadores pré-inflamatorios (Zhao et al.,
2004). Assim, os AGPI da série n-3 além de promoverem efeito anti-inflamatorio, através de
competi¢do pela inibicdo de eicosanodides produzidos pelos AGPI da série n-6, também atuam
no processo inflamatoério via ativacdo de PPARy (Delarue, 2001).

Saravanan e colaboradores (2005), estudando os efeitos do consumo de dieta rica em
acidos graxos trans sobre a expressdo de genes associados a sensibilidade insulinica,
sugeriram que um mecanismo potencial capaz de justificar a associacdo destes AG com a
resisténcia a insulina poderia ser através da expressao reduzida de PPARY no tecido adiposo
(Saravanan et al., 2005). Em acordo com esta hipotese, no presente estudo encontramos que
os acidos graxos trans, fonte lipidica da dieta oferecida aos animais GVPH, promoveram o
menor efeito como ativador da expressdo daquele fator de transcri¢do, quando comparados
aos efeitos dos AGPI das séries n-6 e n-3, fontes lipidicas das dietas oferecidas aos animais

GS e GP, respectivamente (figura 11).



Considerando-se que a ingestdo de diferentes fontes lipidicas pode alterar a expressao
de genes relacionados a fungdo endodcrina do tecido adiposo, nos interessou investigar a
existéncia de associagdes entre os diferentes resultados de expressdo dos genes avaliados no
TABR de um mesmo grupo experimental. Nossos resultados mostraram que aos 120 dias de
vida, o grupo que recebeu Oleo de soja como fonte lipidica da dieta, apresentou uma
associacdo positiva entre o PPARY e a leptina. Associagdes distintas com o receptor foram
encontradas no grupo que recebeu dieta rica em dacidos graxos trams, verificando-se
associacdo negativa entre PPARy e TNFa, além de positiva com a adiponectina (tabela 7).
Cita-se que a modulagdo de adipocinas como TNFaQ, leptina e adiponectina pelos agonistas de
PPARY como os 4cidos graxos poliinsaturados ou as tiazolidinedionas (TZDs) constitui
mecanismo de acdo potencial destes ligantes, destinado a promover a melhoria da
sensibilidade a insulina e restabelecer a homeostase metabolica em individuos (Guri et al.,
2006; Rangwala e Lazar, 2004). De outro modo, Auwerx (1999) sugeriu que a ativacdo de
PPARY ndo favorece a diferencia¢do de adipdcitos, exclusivamente por alterar o metabolismo
destas células, mas também afeta a resposta enddcrina, paracrina e autdcrina do tecido
adiposo.

Ainda no grupo que recebeu gordura hidrogenada foi encontrada correlagdo negativa
entre adiponectina e resistina (tabela 7). A literatura refere, dentre outros efeitos positivos
para a saude organica, a habilidade da adiponectina circulante em proteger o endotélio
vascular contra a maioria dos processos envolvidos na etiopatogenia da aterosclerose bem
como também sugere o envolvimento da adipocina na regulacdo central da homeostase
energética, promovendo redu¢do da massa corporal (Funahashi et al., 2004; Qi et al., 2004).
De outro modo, o papel da resistina, adipocina encontrada em regides de inflamagao,
permanece por ser esclarecido, existindo dados descritivos de associagdo positiva entre

resistina, obesidade e diabetes, ainda que controversos (Steppan e Lazar, 2004; Gomez-



Ambrosi e Fruhbeck, 2001). Consideradas estas informacdes, ¢ possivel supor que a
correlacdo negativa verificada no grupo GVPH reflete os supostos efeitos antagdnicos
exercidos por estas adipocinas no metabolismo. Sendo assim, nossos resultados mostraram
que aos 120 dias de vida, a ingestdo de acidos graxos trans, exerceu uma maior influéncia em
estabelecer correlagdes entre a expressao dos genes estudados, comparado aos demais 4cidos
graxos incluidos no estudo.

Destacamos assim, que a ingestdo de gordura hidrogenada, rica em 4cidos graxos
trans, bem como de 6leo de peixe, rico em AGPI de cadeia longa da série n-3 e 6leo de soja,
rico em AGPI da série n-6 ao longo da vida, favoreceu modificacdes na expressdo de
adipocinas e de fatores de transcricdo como PPARYy pelo tecido adiposo branco
retroperitoneal. Estas modificagdes podem estar relacionadas entre si e ao risco aumentado de
complicagdes sistémicas envolvendo processos inflamatdrios, resisténcia a insulina, alteragdes
da massa adiposa - fatores de risco relacionados ao estabelecimento de doengas cronicas ndo

transmissiveis.



6

CONCLUSOES

O consumo de dietas isocaldricas e normolipidicas, contendo diferentes fontes

lipidicas alimentares (gordura vegetal parcialmente hidrogenada, dleo de peixe ou dleo de

soja), oferecidas desde a concepgao até a fase adulta, promoveu nos filhotes machos:

menor consumo de dieta até a sétima semana de vida (cerca de 45 dias) no grupo que
recebeu dieta a base de gordura vegetal hidrogenada. A partir desse periodo e até o
120° dia de vida dos animais (décima sétima semana), os grupos ndo apresentaram
diferencas significativas no padrdo alimentar.

maior ganho de massa corporal apds o primeiro més de vida e até a décima quarta
semana de vida (cerca de 95 dias) nos animais que receberam dieta com gordura
vegetal hidrogenada. A partir desse periodo e até o 120° dia de vida dos animais
(décima sétima semana), os animais que receberam uma dieta a base de 6leo de peixe
apresentaram reducdo da massa corporal, em relacdo aos animais alimentados com
dieta a base de gordura vegetal hidrogenada.

menor percentual plasmatico e incorporagao pelo tecido adiposo visceral no total de
acidos graxos poliinsaturados no grupo que recebeu uma dieta a base de gordura
hidrogenada. Com relagdo aos outros grupos, o grupo 6leo de soja apresentou o maior
percentual no plasma e no tecido adiposo de 4cidos graxos poliinsaturados da série no,
enquanto o grupo Oleo de peixe apresentou o maior percentual de acidos graxos de
cadeia longa da série n3, além de uma menor relagdo AA/EPA. O grupo gordura
vegetal parcialmente hidrogenada foi o Unico que apresentou um percentual

plasmatico e incorporacdo no tecido adiposo de 4cidos graxos trans.



* menor concentragdo plasmatica de triglicerideo, colesterol total, HDL-c, acido graxo
ndo esterificado, glicerol e glicose no grupo que recebeu dieta a base de 6leo de peixe.
O grupo que recebeu gordura vegetal hidrogenada como fonte lipidica dietética
apresentou uma maior relacio CT/HDL-c e insulina/glicose, além de uma maior
concentragdo plasmatica de insulina em jejum.

* maior expressdo génica de resistina ¢ TNFa, bem como menor de adiponectina e
PPARY pelo tecido adiposo branco retroperitoneal do grupo que recebeu dieta a base
de gordura hidrogenada. Os animais do grupo Oleo de peixe apresentaram maior
expressdo génica de PPARY e menor de leptina comparado aos outros dois grupos.

* correlagdo positiva entre PPARY e leptina no TABR do grupo que recebeu dieta a base
de 6leo de soja enquanto o grupo que recebeu gordura hidrogenada apresentou
correlacao negativa de PPARY ao TNFa e positiva em relagdo a adiponectina, além de

correlacionar negativamente resistina a adiponectina no tecido estudado.

O consumo de 4cidos graxos trams, demonstra exercer um efeito desfavoravel na
sensibilidade insulinica, além de favorecer o aumento da massa corporal e de citocinas pro-
inflamatérias. Em contrapartida, a ingestdo de acidos graxos poliinsaturados, especialmente
os de cadeia longa da série n3, demonstra exercer um efeito favoravel na sensibilidade
insulinica, além de promover redu¢do da massa corporal e a expressdo de genes relacionados
a processos antiinflamatérios. Assim, esses dados sugerem que o tipo de 4acido graxo
dietético, oferecido desde o periodo perinatal, pode afetar a fun¢do enddcrina do tecido

adiposo com repercussdes no metabolismo energético em ratos.
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Trabalho em fase final de elaboracao:
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ABSTRACT

In this study the effects of dietary frans and n-6 and n-3 polyunsaturated fatty acids on the
expression of resistin, TNFa, adiponectin, leptin and PPARy (mRNA) in retroperitoneal
adipose tissue (RET) and plasmatic biochemical parameters were investigated. Female Wistar
rats were fed isoenergetic and normolipidic diets containing soy oil (rich in n-6
polyunsaturated fatty acid), fish oil (rich in n-3 long chain polyunsaturated fatty acid) or
hydrogenated fat (rich in trans fatty acid) during gestation and lactation and then fed young
weaning males the same until the 120th day of life. We observed: a) greater increase in body
weight in frans group; b) the fish group had lower triglycerides, total cholesterol, HDL-c, non
esterefied fatty acids, glycerol and glucose levels and the frams group showed higher
CT/HDL-c, insulin/glucose ratio and insulin levels; c¢) there was higher resistin and TNFa
mRNA and lower adiponectin and PPARY mRNA in the RET of the frans group.
Furthermore, there was higher PPARY mRNA and lower leptin mRNA in the RET of the soy
group; PPARY mRNA was correlated with leptin mRNA (r= 0.93, P<0.05) in RET from the
soy group while it was correlated with TNFa (r= -0.89, P<0.05) and adiponectin mRNA (r=
0.86, P<0.05) in RET from the trans group. This group also showed a correlation between
resistin and adiponectin mRNA (r= -0.83, P<0.05) in RET. Therefore, this data suggests that
the kind of dietary fat offered in early life should affect the endocrine function of adipose

tissue with repercussions on energy metabolism in rats.



INTRODUCTION

The influence of high consumption and fat composition of diet on development of not
transmissible chronic disease (NTCD) has focused intense scientific research (Bray et al,
2002). Not only the amount, but the quality of lipid intake has important influence in cellular
functions, modulating the processes of differentiation, growth and metabolism. The regulation
of the cellular function by lipids can occur from modulation of membrane fatty acid
composition (Fickova et al, 1998) or a direct modification in the expression of genes, acting
as ligands of transcription factors (Roche, 2004). Particularly, distinguished among others,
peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARY) which is an nuclear receptor
express mainly in adipocytes being able to be activated for fatty acids that besides
participating of adipogenesis process and energy homeostasis, can function as a modulator of
hormone and cytokine expression or secretion, called adipokines, by adipose tissue, that
influence a variety of physiological processes, for example, the control of food intake, energy
homeostasis, insulin sensitivity and inflammatory process (Ahima & Flier, 2000).

Literature demonstrates that n-6 polyunsaturated fatty acids (PUFAs) possess
proinflammatory and prothrombotic activity (Kark et al, 2003) and Fickova et al (1998)
suggest that the ingestion of different PUFAs produces distinct effect in lipidic metabolism
and adipose tissue, demonstrating that the n-6 PUFAs favors to accumulation of fat for
adipocytes compared with n-3 PUFAs and that these last ones present important
antiinflammatory function (Neschen, 2006; Todoric et al, 2006). Simopoulos (2006), in recent
revision about this subject, indicates that rise in n-6/n-3 ratio frequently is found in current
occidental diet, contributes for many of the metabolic alterations present in NTCD.

Studies demonstrate that frans-fatty acids (TFAs) intake promotes positive association

with inflammatory markers (Mozaffarian et al, 2004), insulin resistance (Saravanan et al,



2005), beyond alterations in lipoproteins metabolism (Hu et al, 1997) and gene expression
(Saravanan et al, 2005).

Given that some fatty acids influence PPARY expression and activity (Nolte et al,
1998), and that activation of this transcription factor may impact the adipokines expression
and also energy metabolism (Evans et al, 2004), the primary objective of this study was to
determine the impact of dietary TFAs, n-6 and n-3 PUFAs on PPARY and some adipokines
expression (mRNA) linked to biological processes including glucose homeostasis and

inflammatory process in rats adipose tissue.

MATERIALS AND METHODS

Animals, diets and general procedures. Adult virgin female Wistar rats weighing 180 to 220 g
were obtained from the animal breeding unit of the Institute of Nutrition, Federal University
of Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brazil. Animals were maintained under controlled
conditions of light and dark (12 h each) and temperature (24 +1°C). After mating, pregnant
rats were housed in individual cages and fed laboratory chow pellets (Purina, Labina Ltda.,
Brazil) with free access to water. On the parturition day (day O of lactation), litters were
weighed and adjusted to six male pups per dam. The lactating dams and their respective litters
were divided into three groups according to the experimental diets, which were isocaloric (all
diets provided 4.1 kcal/g of dry diet) but differed in the fatty acid profile. After weaning (day
21 of life), the pups received the same diets as their mothers until the 120" day of life. The
soy oil (SO) group received a diet containing 7% soy oil; the hydrogenated fat (HF) group
received 6% partially hydrogenated vegetable oil plus 1% soy oil; the fish oil (FO) group
received 6% fish oil plus 1% corn oil. Soy oil and corn oil was added to each diet to adjust the

diet to the requirement for essential fatty acids. The composition of each diet complied with



the American Institute of Nutrition (Reeves, 1993) recommendation and is shown in Table 1.
The fatty acid composition of the diets is summarized in Table 2. Diets were prepared as
pellets and stored at 4°C until use. Rats had free access to diet and water throughout the
experimental period. Food consumption was measured daily and body weight weekly from
day 1 to 120 of life. The young male rats were killed on the 120* day of life. Six rats in each
group were killed after an overnight fast, between 10:00 and 12:00 a.m., by guillotine.
Immediately after decapitation, the blood was collected in tubes containing EDTA (1
mmol/L) and used for plasma metabolite measurements. Samples of retroperitoneal white
adipose tissue (RET) were quickly extracted and stored at -70°C for determination of gene
expression. All experimental protocols and procedures were approved by the University’s
Experimental Research Committee.

TABLE 1 and TABLE 2

Fatty acid analysis. Lipid extraction, saponification, and methylation of fatty acids in the
experimental diets and retroperitoneal white adipose tissue were performed in duplicate using
0.5 g samples according to the method of Lepage and Roy (Lepage & Roy, 1986), which
includes treatment with 2 ml of 4:1 (v/v) methanol:benzene solution and addition of 200 pl of
acetyl chloride under light agitation. Fatty acid methyl esters were quantified with gas-liquid
chromatography in a Perkin Elmer autosystem XL chromatograph with an ionizable flame
detector and Turbochrom software (Perkin Elmer, Norwalk, CT, USA). Fatty acids were
separated on a 100-m x 0.25-mm x 0.20-pum capillary column (SP2560, Supelco, Bellefonte,
PA, USA). Hydrogen was used as carrier gas. Injection and detection temperatures were
260°C and 280°C, respectively. The run temperature was programmed to start at 135°C for 5
min, with a 2°C increase per minute up to 195°C. Thereafter, the temperature increased 4°C
per minute up to 240°C and was kept at this level for 2.5 min. Total run time was 45 min. The

carrier gas pressure was 32 psi. The split ratio was 1:70. Esters were identified by comparing



their retention times with those of standard fatty acids. Results are expressed as percentage of

total fatty acids.

Plasma metabolites. Blood samples were taken by decapitating rats after an overnight fast of
12 h. Blood was collected in tubes containing EDTA (1 mmol/L), and plasma was separated
immediately by centrifugation. Plasma triglyceride, total cholesterol, HDL-cholesterol, non
esterefied fatty acid, glycerol and glucose concentrations were determined by enzymatic
methods with commercial kits (Biolabo, France) and insulin concentration was determined by
ELISA (Mercodia, Sweden).

Gene expression. Total RNA was extracted with Trizol reagent according to the manufacter’s
instructions. Total RNA (2jug) was reverse-transcribed using M-MLV RT enzyme (Promega).
Real-time PCR amplification was performed on a LightCycler and data analysis software
version 3.5 (Roche Diagnostics GmbH), FastStart DNA Master SYBR Green I (Roche
Diagnostics GmbH). The primers used are listed in Table 3. Amplification cycles used were
95°C for 10s, 60°C for 20s, and 72°C for 20s, except for TNFa and leptin, for which the
annealing temperature was 68°C and 64°C respectively. Melting curves were evaluated for
each gene, and PCR reaction products were separated on a 2% agarose gel and stained with
ethidium bromide to confirm the presence of a single product. All analyses were performed in
duplicate, cyclophilin b mRNA levels were measured as an internal standard, and the data
were expressed as units relative to cyclophilin b mRNA concentrations.

TABLE 3

Statistical analysis. The results were expressed as mean + standard error of the mean (SEM),
and statistical comparison among groups was done by a one-way analysis of variance
(ANOVA). Differences between means were tested for significance by Duncan's multiple
range test.The relationships between gene expression were explored using the Pearson’s

correlation technique. Statistical significance is defined as a p value <0.05.



RESULTS

Evaluation of post-weaning food intake (in grams/100 g body weight) revealed that,
immediately after weaning, the HF group consumed a significantly lower amount of food than
the SO and FO groups. However from day 45 on, food intake was significantly lower only
when compared to FO group. From the 60 days of life it had a change in the standard intake
and observes lower difference in the consumption of the animals between the groups and from
the 90 days already not observes significant difference between the different groups (figure
1). Regarding body weight, no significant differences were observed in experimental groups
during lactation. However, from day 30 on, was significantly higher in the HF than the other
groups and at the 120th day of life, the FO group showed a lower body weight than HF and
SO groups (figure 2).

FIGURE 1 and FIGURE 2

The fatty acid composition of RET is summarized in Table 4. It is readily apparent that
the fatty acid composition of the RET varied with the type of dietary fat. The proportion of
saturated fatty acid was higher in the FO group than in the other groups. The content of
monounsaturated fatty acid was significantly higher in the HF group than in the SO and FO
groups and is relevant to note that trans fatty acids were only incorporated into RET lipids of
this group, which received a diet rich in these isomers. Furthemore, when the essential
polyunsaturated fatty acids were evaluated, a significant decrease was observed in the
percentage of linoleic and linolenic fatty acids in RET of HF group compared to the others.
Higher levels of linoleic acid [C18:2 (n-6)] were detected in RET of the SO group compared
to that of the remaining groups. Moreover, DHA and EPA were more abundant in the FO
group than in the other two groups. The AA/EPA ratio was significantly lower in FO
group and higher in SO group.

TABLE 4



Table 5 shows that triglyceride (TG), total cholesterol (TC), non esterefied fatty acid
(NEFA), glycerol and glucose level was significantly lower in the FO group compared to the
other groups. Despite of the results have presented a reduction in plasma HDL-c
concentration in FO group, when the relation between HDL-c and CT is calculated, was
observed a significant decrease of HDL-c in HF group compared to the others. At the 120th
day of life, the insulin level and insulin/glucose ratio were significantly higher in the HF
group than the SO and FO groups.

TABLE 5

The expression of resistin, TNFa, adiponectin, leptin and PPARY (mRNA) in RET
on the 120" day of postnatal life are showed in Figure 3. The results showed that the HF diets
increased significantly the mRNA levels of resistin, TNFa and decreased the mRNA levels of
adiponectin in RET. The FO group showed a significant decrease in leptin expression by RET
compared to SO and HF groups and no significant differences were observed between these
groups. Moreover, the expression of PPARY was significantly higher in RET followed by SO
group. HF group showed a significant decrease in expression of this receptor as can be

observed in figure 3.

FIGURE 3
The data presented in table 6 illustrate the positive correlation between the mRNA
levels of PPARY and those of leptin (r =0.93; p <0.022) by RET of SO group. The HF group
showed that mRNA levels of this receptor correlated negatively with TNFa (r =0.89; p
<0.044) and positively with adiponectin (r=0.86; p <0.031). Moreover, in this group was
observed a negative correlation between resistin and adiponectin (r =0.83; p < 0. 0.040). The
FO group did not correlated significantly the mRNA levels of the genes included in this study.

TABLE 6



DISCUSSION

The present study demonstrates that intake of different lipids can be an important
modulator of gene expression associates with endocrine function of adipose tissue, an organ
which has come to be considered central to control of the metabolism. This tissue secretes
hormones and cytokines that offer potential mechanisms to explain how adipose tissue is able
to modulate glucose and lipid metabolism under various physiologic and pathologic states.
Our results demonstrate that frans-fatty acid intake, compared with n6 and n3 long chain
polyunsaturated fatty acids reduced adiponectin expression and increased resistin and TNFa
expression by retroperitoneal adipose tissue (Figure 3). These alterations in adipokines
expression can contribute, in part, to systemic inflammation, adiposity and changes in insulin
sensitivity. Currently TFA is associated with the presence of inflammatory markers and thus
has been considered pro-inflammatory. Mozzafarian (2006) and Willett (2006) suggests that
this proinflammatory effect of TFA can be mediated partially by adipose tissue. In addition,
others studies have shown that TNFa is chronically elevated in the adipose tissues of obese
rodents (Sethi & Hotamisligil, 1999) and humans (Hotamisligil et al, 1995; Kern et al, 1995)
and may represent an important link between obesity and insulin resistance. In the currenty
study the TFA group gained the most weight and increased expression of this cytokine in the
adipose tissue (figure 2 and 3). Moreover, an increase in plasma insulin concentration and a
higher insulin/glucose relation was observed in this group compared with polyunsaturated
fatty acids groups and a significant increase in plasma glucose compared with FO group
(Table 5). These data suggest that low/moderate amounts of TFA consumed during long time-
periods might impairs insulin sensitivity in adults rats. Such results agrees with recent studies
in animals that indicate a possible impairment in insulin sensibility through TFAs intake

(Ibrahim et al, 2005, Saravanan et al, 2005).



In relation to leptin expression, we did not observe alterations in the HF group
compared with the SO group (Figure 3). However, FO compared with SO and HF showed a
reduction in the amount of RET adipose tissue (data not shown). Although visceral adipose
tissue expresses less than subcutaneous, the release of leptin is proportional to the size of total
mass adipocytes, which would probably explain the lower expression of this adipokine by
RET adipose tissue in the group fed FO (Figure 3), as demonstrated by Reseland et al (2001).
A reduction in the amount of RET adipose tissue and the reduced plasma NEFAs, TG and
glycerol concentrations observed in the FO group (Table 5), suggest an increase in the
oxidation of fatty acids in detriment to the lower re-esterification in RET, although additional
studies are needed to prove this hypothesis. Chicco et al (2003) showed the beneficial effect
of n3 LCPUFAs in type II diabetes prevention, improving insulin sensitivity in association
with the hypotriglyceridemic effect.

The results of the present study indicate that dietary fatty acids may also modify
circulating lipoproteins, favoring the hypothesis that consumption of n3 PUFA would
favorably influence all the dynamics of lipoproteins in the organism. The group that received
a diet rich in fish oil, presented a decrease in triglyceride and total cholesterol concentration
(Table 5). In the other land, the group that received HF, although not presenting a significant
HDL-c reduction, the CT/HDL-c ratio was increased, suggesting a significant reduction of
this lipoprotein compared with that of the remaining groups. This effect supports previous
results that demonstrated that the consumption of HF, rich in TFAs, promoted a reduction in
the plasma HDL-c concentration (Denke et al, 1995; Gatto et al, 2002).

Studies in humans show that individuals consuming diets rich in PUFAs and TFAs
present a greater percentage of these fatty acids deposited in their adipose tissues (Baylin et
al, 2002). In the adipose tissue of animals fed the HF diet, the incorporation of TFAs with a

reduction in the percentage of PUFAs in this group occurred, while the FO and SO groups



observed increases in n-3 and n-6 PUFAs, respectively. In the FO group, the AA/EPA ratio in
white RET adipose tissue was lower in relation to the other groups (Table 3). According to
Simopoulos (2002), the rise in the n-6/n-3 PUFA ratio, currently often found in occidental
diets, contributes to the development of diverse NTCDs, while an increase in n3 PUFAs
levels, by reducing this ratio, exerts beneficial effects in preventing these diseases in
individuals.

If the proportional ratio is greater in the RET of TFA in group HF, as well as n-3
LCPUFA in the FO group and n-6 PUFA in the SO group, it could directly interact with
transcription factors regulating the expression of diverse genes and explain one of the
molecular bases for fatty acids having an impact on the development of resistance to obesity
and insulin. These results motivated us to study PPARY expression in the RET of these
animals.

In the present study, we observed that ingestion of a diet rich in n3 LCPUFA, followed
by the SO group, which is a source of n6 PUFA, increased the PPARY expression of the RET
adipose tissue, exerting its function as a ligand and presenting a higher affinity to this receptor
(Figure 3). In 1997, Kliewer et al demonstrated that PPARYy can be activated by such
endogenous ligands as polyunsaturated fatty acids and their derivatives. These authors also
suggest that this affinity may be a possible molecular mechanism for which the PUFAs act to
prevent metabolic alterations occurring in NTCDs. Others studies indicate that the n3
LCPUFAs, mainly EPA, is a activator of PPARY in adipose tissue, whereby the expression of
this receptor results in the remodeling of adipose tissue in adult animals with apoptosis of
hypertrofics adipocytes and an increased number of small new adipocytes, favoring insulin
sensitivity and a coordinate activation of innumerable genes of hormone, cytokines and
enzymes in adipocyte metabolism (Willson et al, 2001; Lombardo & Chicco, 2006).

Moreover, when the PPARY is expressed, it inhibits the activation of NFKB, another



transcription factor that is responsible for proinflammatory mediator transcription (Zhao et al,
2004). Thus, n3 PUFAs induces an antiinflammatory effect through competition for the
inhibition of eicosanoids produced by n6 PUFAs and it can also act as an inflammatory
process via PPAR activation (Delarue, 2001). Concerning this question, one of the possible
mechanisms to explain why TFAs are associated with insulin resistance could be through the
reduced PPARY expression by adipose tissue, as observed in the present study, agreeing with
data from Saravanan et al (2005).

In addition, we were interested in inquiring into whether the ingestion of different fatty
acid could be generating associations between the genes studied. Our results showed that the
SO group presented a positive association between leptin and PPARY, while other
associations with the receptors were demonstrated in the group that received a diet rich in HF,
which negatively associated with TNFa and positively with adiponectin (Table 6). Previous
studies found in the literature demonstrate that the modulation of adipokines, such as TNFa,
leptin and adiponectin, by PPARY agonists, such as polyunsaturated fatty acids, could
possibly be one of the mechanisms exerted for these ligands to improve insulin sensitivity
(Rangwala & Lazar, 2004; Guri et al, 2006). Neschen et al (2006) demonstrated that a rich
diet in FO, the source of n3 LCPUFA, caused an increase in adiponectin expression through
the PPARY dependent mechanism and Auwerx (1999) indicated that PPARY activation not
only favors the differentiation of adipocytes for modifying the adipose tissue metabolism, but
also affects the endocrine, paracrine and autocrine response of adipose tissue. In the HF group
a negative relationship was found between resistin and adiponectin, both adipokines
expressed by the adipocytes (Matsuzawa, 2005; Steppan et al, 2001) (Table 6). There are
numerous references describing the protective effect of adiponectin in the organism
(Matsuzawa, 2005) and although the function of resistin has not been well clarified (Ukkola,

2002), there is a correlation with inflammatory markers in humans and possibly insulin



resistance (Steppan et al, 2001), thus the negative correlation found in the present study can
confirm the contrary effect exerted by these adipokines on the metabolism and inflammatory
process.

In conclusion, our study showed that consumption of different fatty acids favors
modifications in adipokines expression and PPARY by retroperitoneal adipose tissue, as well
as alterations in plasmatic biochemical parameters. It demonstrates that HF intake, rich in
TFAs, has a negative effect on the expression of some genes included in this study, offering a
possible explanation of the molecular mechanism for which this fatty acid consumption
relates to a pro-inflammatory state, reducing insulin sensitivity and cardiovascular risk,
whereas polyunsaturated fatty acids, mainly the n-3 LCPUFAs, in the diet prevent insulin
resistance. This study supports the current recommendation to substitute PUFAs at the

expense of TFA-containing foods/oils to prevent diet related chronic diseases.
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TABLE 1

Composition of Diets

~ Constituents(gkgy) =~ SO  HF  FO
Casein (vitamin free) 150.0 150.0 150.0
Cornstarch 679.49 679.49 679.49
Soy oil * 70.0 10.0 -
Hydrogenated fat 1 - 60.0 -
Fish oil " - - 60.0
Corn oil # - - 10.0
Butylhydroquinone-BHT 0.014 0.014 0.014
Cellulose 50.0 50.0 50.0
Vitamin mixj 10.0 10.0 10.0
Mineral mix§ 35.0 35.0 35.0
Choline bitartrate 2.5 2.5 2.5
L-cystine 1.8 1.8 1.8

* Oil from Lisa/Ind.Brazil

" Oil from Roche/Ind.Brazil

# Oil from Lisa/Ind.Brazil

1 Hydrogenated vegetable oil was obtained from Gessy Lever, Sao Paulo, Brazil.

1 Vitamin mix (g/kg diet); thiamin HCL. 0.6; riboflavin. 0.6; pyridoxine HCI 0.7; niacin. 3.0; calcium
pantothenate. 1.60; folic acid. 0.20; biotin. 0.02; vitamin B12. 2.5; vitamin A palmitate (500.0 IU/g)
0.80; vitamin E acetate (500 [U/g) 15.0; vitamin D3. (400.000 IU/g) 0.25; vitamin K1. 0.75. (AIN-93.
vitamin mix. DYETS 310025. Dyets Inc. Bethlehem. PA. USA).

§ Mineral mix provided (g/kg): calcium. 357.0; phosphorus. 250.0; potassium. 74.6; sodium. 74.0;
sulfur. 300; magnesium. 24.0; iron. 5.21; copper. 0.3; manganese. 0.63; zinc. 1.65; chromium. 0.27;
iodine 0.01; selenium. 0.01; boron. 0.08; molybdenum.0.01; silicon. 1.45; nickel. 0.03; lithium. 0.02;
vanadium. 0.007 (AIN-93 mineral mix DYETS 210025. Dyets Inc. Bethlehem. PA. USA). SO. 7.0%
soy oil (AIN — 93); HF. 6.0 % partially hydrogenated vegetable oil plus 1% soy oil (AIN — 93); FO.
6.0 % fish oil plus 1% corn oil (AIN — 93).



TABLE 2

Fatty Acid Composition (%) in Experimental Diets

Fatty Acids SO PHVO FO

(Percentages)
Total SFA 19.64 36.56 14.44
C14:0 1.34 0.07 1.44
C16:0 14.45 10.24 6.9
C18:0 3.71 12.15 3.07
Trans MUFA - 14.12 -
C18:1 trans n-9 / n-7 isomers - 14.12 -
Total cis MUFA 19.92 25.08 12.96
C18:1 n-9 19.03 19.92 9.51
C18:1 other cis-isomers* - 4.82 0,38
C20:1 0.52 0.32 1.7
C24:1 - 0.02 0.6
Trans PUFAs - 0.69 -
C18:2 (n-6)tc - 0.17 -
C18:2 (n-6)ct - 0.40 -
C18:2 (n-6)tt - 0.12 -
Total PUFAs 60.15 23.36 72.48
C18:2 (n-6) 55.87 20.75 10.85
C18:3 (n-3) 3.59 2.61 1.13
C20:5 (n-3) EPA - - 35.04
C22:6 (n-3) DHA - - 17.24
Total trans - 14.81 -

* Includes all positional cis-isomers of 18:1 except 18:1 (n-9). SO. 7.0% soy oil; HF. 6.0 %
partially hydrogenated vegetable oil plus 1% soy oil; FO, 6.0 % fish oil plus 1% corn oil; MUFA,
mono-unsaturated fatty acid; PUFA, polyunsaturated fatty acid; SFA, saturated fatty acid; ¢,
trans double bond.
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Figure 1. Effects of Dietary Fat on Food Consumption in Rats Fed SO, HF or FO Diets
during 120 Days. Values are mean + SEM of six rats per group. Different superscript letters
indicate significant differences from one another on the same day at P < 0.05 as determined
by Duncan’s test. SO, 7% soy oil; HF, 6% partially hydrogenated vegetable oil plus 1% soy

oil; FO, 6% n-3 long chain polyunsaturated fatty acid plus 1% soy oil.
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Figure 2. Body Weight (g) of the Male Pups during Lactation (1 and 14 days) and after
Weaning (21-120 days). Values are mean + SEM of six rats per group. Different superscript
letters indicate significant differences from one another on the same day at P < 0.05 as
determined by Duncan’s test. SO, 7% soy oil; HF, 6% partially hydrogenated vegetable oil

plus 1% soy oil; FO, 6% n-3 long chain polyunsaturated fatty acid plus 1% soy oil.



TABLE 3

Fatty Acid Composition (%) of Total Lipids in Retroperitoneal Adipose Tissue

~ FattyAcids(%) @ SO  HF  FO
Total SFA  39.88+£099" 3548+1.10° 49.93+113°
C16:0 3447+0.74%  29.63+0.97° 41.92+0.94°
C18:0 3.56+029%  4.19+023%  555+0.17°
Total cis MUFA 27.39+0.22% 50.51+1.13° 24.76 £1.07°
C18:1n-9 1748 +0.53*  41.69+0.90° 15.96+0.79°
C18:1 and other cis isomers 0.56+0.10* 2.31+030° 0.33+£0.03°
Total PUFA 3259 £1.04" 10.07+0.37°¢ 24.52+1.23"
C18:2 n-6 30.34+£1.00°  9.42+037°  7.09+0.50 ¢
C18:3n-3 0.13+0.01°  047+0.04"  0.42+0.05°
C20:4 n-6 0.48+0.03°  0.10+0.02°  0.56+0.03*
C20:5 n-3 0.02+0.002* 0.01 £0.004* 5.33+0.35°
C22:6 n-3 0.08+0.009° 0.01+0.006° 6.71 +0.43°
Total trans - 4.30 = 0.27 -

Values are mean + SEM for six animals per group. Different superscript letters indicate significant
differences from one another at P < 0.05 as determined by Duncan’s test. 7 Includes all positional
cis-isomers of 18:1 except 18:1 n-9. SO, 7% soy oil; HF, 6% partially hydrogenated vegetable oil
plus 1% soy oil; FO, 6% n-3 long chain polyunsaturated fatty acid plus 1% soy oil. MUFA,
monounsaturated fatty acid; PUFA, polyunsaturated fatty acid; SFA, saturated fatty acid; Trans,
trans-fatty acid.



TABLE 4

Primers used in real-time RT-PCR study

Target Primer 5” (forward) Primer 3 (reverse)
Adiponectin AATCCTGCCCAGTCATGAAG CATCTCCTGGGTCACCCTTA
Leptin CACCAGGATCAATGACATTTCAC CCTCTGTGGAGTAGAGCGAGG
Resistin CTACATTGCTGGTCAGTCTCC GCTGTCCAGTCTATGCTTCC
TNFa CGTCAGCCGATTTGCCATTTC TGGGCTCATACCAGGGCTTGAG
PPARY CCCACCCAACTTCGGAATCA TGCGAGTGGTCTTCCATCAC

Cyclophilin b TACAATGAGCTGCGTGTGG TGGTGGTGAAGCTGTAGCC




TABLE 5

Plasmatic biochemical parameters

Biochemical
SO HF FO
parameters
Triglyceride (mg/dL) 56,47 +3,95% 79,72 + 8,62® 24,90 +3,02°

Total Cholesterol (mg/dL) 59,25+ 4,66 64,30 +4,01° 34,19 +2,98"
HDL-cholesterol (mg/dL) 32,24+191% 30,10+ 1,37 20,06 £ 1,57 b

TC / HDL-c (mg/dL) 1,84+0,11° 2,13+0,19° 1,70 £0,14*
NEFA (mM) 0,68 + 0,05 * 0,54 +0,03* 0,29 £0,07"
Glycerol (mM) 336,9+10,12*  373,4+13,16" 192,0 8,13 "
Glucose (mg/dL) 108,63+ 12,51 *™  14540+3,40*  75,69+535"
Insulin (mg/dL) 0,56+0,18 " 1,36+ 0,27 * 0,50+ 0,13 "

Insulin/glucose (mg/dL) 0,005 +0,001* 0,009 +0,0002" 0,006 =+ 0,001 *

Values are mean + SEM for six animals per group. Different superscript letters indicate
significant differences from one another at P < 0.05 as determined by Duncan’s test. SO, 7%
soy oil; PHVO, 6% partially hydrogenated vegetable oil plus 1% soy oil; FO, 6% n-3 long
chain polyunsaturated fatty acid plus 1% soy oil. TC, total cholesterol; NEFA, non esterified

fatty acid.
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Figure 3 — Resistin, TNFa, Adiponectin, Leptin and PPARyY mRNA expression in
retroperitoneal adipose tissue of rats fed SO, HF or FO diets during 120 days. Results of
real time RT-PCR were expressed as units relative to cyclophilin b mRNA concentrations.
Cyclophilin b mRNA levels were measured as an internal standard and used as reference
gene. Values are mean + SEM for six animals per group. Different superscript letters indicate
significant differences from one another at P < 0.05 as determined by Duncan’s test. SO, 7%
soy oil; HF, 6% partially hydrogenated vegetable oil plus 1% soy oil; FO, 6% n-3 long chain
polyunsaturated fatty acid plus 1% soy oil.



TABLE 6

Pearson Correlation Coefficients () between resistin, TNFa, adiponectin, leptin and PPARY

mRNA expression
Genes SO HF FO
r p-valor r p-valor r p-valor
PPARY vs Resistin -0,11 0,849 -0,73 0,158 -0,51 0,379
PPARY vs TNFa 0,15 0,806 -0,89* 0,044 0,29 0,634

PPARY vs Adiponectin 0,63 0,252 0,86* 0,031 0,31 0,612
PPARY vs Leptin 0,93* 0,022 0,27 0,654 0,43 0,467
Resistin vs TNFa 0,55 0,253 0,67 0,142 0,36 0,478

Resistin vs Adiponectin  -0,42 0,406 -0,83* 0,040 -0,32 0,537

Resistin vs Leptin 0,09 0,884 0,18 0,767 0,35 0,562
TNF-a vs Leptin 0,08 0,890 0,58 0,296 0,28 0,647
Adiponectin vs TNFa -0,20 0,696 -0,36 0,484  -0,53 0,276

Adiponectin vs Leptin 0,42 0,472 -0,06 0,916 -0,58 0,304

r * correlation is significant (p < 0,05). SO, 7% soy oil; PHVO, 6% partially hydrogenated
vegetable oil plus 1% soy oil; FO, 6% n-3 long chain polyunsaturated fatty acid plus 1% soy

oil.
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