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RESUMO

A obesidade encontra-se normalmente associada a varias alteragdes fisioldgicas
como diabetes, doengas cardiovasculares e cancer. O aumento da incidéncia de
individuos obesos e diabéticos esta diretamente relacionado ao estilo de vida atual,
marcado principalmente pelo sedentarismo e pela dieta ocidental. Os acidos graxos
poliinsaturados w-3 sao capazes de modular a concentracdo de lipideos
plasmaticos, fungdo imunitaria e sinalizagéo da insulina. O objetivo deste trabalho foi
determinar o efeito da suplementacdo de 6leo de peixe sobre o metabolismo de
glicose e lipideos em tecido muscular e tecido adiposo em ratos obesos. A indugéo
de obesidade por glutamato monossédico (4 mg/g) foi confirmada pelo indice Lee e
pelo aumento de 2,5 vezes no tecido adiposo epiddimal e retroperitoneal. Através do
teste de sensibilidade a insulina (Kitt), apenas o grupo obeso suplementado com
oleo de peixe (ObOP) apresentou sensibilidade semelhante a dos animais controle.
Nao houve alteragdo na glicemia e concentragdo de colesterol-HDL entre os grupos.
A suplementagdo com 6leo de peixe promoveu redugao da colesterolemia (30%) e
da triacilglicerolemia (33%) nos animais obesos. Na presenca da insulina, o musculo
sbéleo incubado do grupo obeso suplementado com 6leo de peixe apresentou
aumento de 10% na producao de lactato, 38% na sintese de glicogénio e 39% na
descarboxilagdo da glicose quando comparado ao grupo obeso (Ob) sem
suplementagdo. Também na presenga de insulina, o tecido adiposo epididimal do
grupo ObOP apresentou aumento de 17% na producdo de lactato quando
comparado ao grupo Ob. Os grupos suplementados com dleo de peixe, nao obeso e
obeso, apresentaram didmetro médio dos adipécitos menor em 15% e 11% quando
comparados aos seus respectivos grupos controle C e Ob. O tecido adiposo foi
incubado com colagenase 1 mg/mL, e as células estromais vasculares do tecido
adiposo foram separadas dos adipdcitos por centrifugagdo. Estas células foram
marcadas com anticorpos especificos para marcar células positivas para CD4",
CD8" e macrofagos e analisadas por citometria de fluxo. A populagéo de linfécitos
CD4" nos grupos obesos sem suplementagdo elevou-se em 2,6 vezes,
suplementado com déleo de peixe em 4 vezes e com gordura de coco em 3,9 vezes,
quando comparados aos seus respectivos controles. A suplementagdo com dleo de
peixe no grupo obeso promoveu reducdo de 2,7 vezes na populagcdo de células
CD8" e foi capaz de retornar a quantidade de macréfagos aos valores do grupo
controle. Portanto, a suplementagao crbnica de 6leo de peixe promoveu melhora da
dislipidemia, da resisténcia a insulina e do metabolismo de glicose nos tecidos
muscular e adiposo em ratos obesos. Também promoveu reversao da inflamacao ao
reduzir a quantidade de macrofagos presentes no tecido adiposo dos animais
obesos.



ABSTRACT

Obesity is commonly associated with diabetes, cardiovascular diseases and cancer.
The increasing number of obese and diabetic individuals is directly related to the
modern life style, marked by low physical activity and western diet. Fatty acids w-3
are capable to modulate blood lipids levels, immune function and insulin signaling.
The aim of this work was determinate the effect of fish oil supplementation on
glucose and lipids metabolism in muscular and adipose tissue of obese rats. Obesity
was induced by glutamate monosodium (4 mg/g) injection and confirmed by the
Index Lee and the increase of 2,5 fold of epididymal and retroperitoneal adipose
tissue. The insulin sensitivity test (Kitt) showed that only the obese group
supplemented with fish oil presented sensitivity similar to control animals. There were
no changes in glucose and HDL-cholesterol levels between groups. Fish oll
supplementation showed reduction of the cholesterol and triacylglicerol levels by 30
and 33%, respectively, in obese animals. In the presence of insulin, the soleus
muscle incubated from fish oil supplemented rats increased 10% on lactate
production, 38% on glycogen synthesis and 39% on oxidation of glucose when
compared to the obese group (Ob). Also in the presence of insulin, the epididymal
adipose tissue incubated from ObOP group increased 17% the production of lactate
when compared to Ob group. The groups supplemented with fish oil, obese and non
obese, presented their adipocyte diameters reduced in 15% an 11% when compared
to their respective control groups C and Ob. Stromal vascular cells were separated
from adipocytes after incubation in colagenase 1mg/mL followed by centrifugation.
The stromal vascular cells were marked separatly with CD4*, CD8" and
macrophages antibodies and analyzed by flow citometry. Linfocyte population was
2.6 higher on obese group without supplementation, 4 fold higher on the group
supplemented with fish oil and 3.9 fold higher on the group supplemented with
coconut oil when compared with their respective groups. The fish oil supplementation
on obese group reduced 2.7 fold the population of CD8 cells and also presented
macrophage values similar to control group. Therefore, fish oil supplementation
improved dyslipidemia, insulin resistance and glucose metabolism of muscular and
adipose tissues of obese rats. It also promoted reversion of inflammation by reducing
macrophages quantity on adipose tissue of obese rats.
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1 INTRODUCAO

A obesidade é considerada uma epidemia pelo fato de crescer em altas
proporcbes em, praticamente, todos os continentes nas ultimas décadas
(KOPELMAN, 2000). Doencas como diabetes e doenga coronariana, além de
promover usualmente hipertensdo e alteracbes metabdlicas como dislipidemia e
resisténcia a insulina encontram-se comumente associadas a obesidade (PI-
SUNYER, 2002). Recentemente, manifestacbes metabdlicas como resisténcia a
insulina, obesidade abdominal, dislipidemia e hipertensdo foram agrupadas em uma
unica sindrome denominada sindrome metabdlica (MOLLER; KAUFMAN, 2005).

O termo “obeso” refere-se ao aumento na quantidade de tecido adiposo no
organismo de um individuo. O desequilibrio entre a ingestdo de nutrientes e o gasto
energético € uma das principais causas de obesidade tendo como consequéncia
varias alteracbes metabdlicas (WISSE et al.,, 2007). Este crescente numero de
individuos obesos no mundo é resultado, principalmente, de alteragcdées no estilo de
vida como aumento no consumo de alimentos industrializados e redugdo da
atividade fisica.

A gordura na dieta € um nutriente altamente energético e, portanto,
considerada uma das responsaveis pelo desenvolvimento da obesidade. Entretanto,
estudos recentes tém chamado atencado ao perfil de acidos graxos na gordura da
dieta, uma vez que acidos graxos monoinsaturados -9, poliinsaturados, ®-6 e ®-3
podem apresentar varios efeitos benéficos. Estudos revisados por Rivellese & Lilli
(2003) demonstraram forte relagdo positiva entre o consumo de gordura saturada e
a incidéncia de diabetes tipo 2 e correlagdo inversa entre o consumo de gordura
poliinsaturada e a incidéncia da doenc¢a (RIVELLESE; LILLI, 2003). Os acidos
graxos poliinsaturados vém despertando interesse por apresentarem efeitos
benéficos em pacientes cardiacos e dislipidémicos (PHILLIPS, 2008). Em especial,
0s acidos graxos poliinsaturados ®-3 apresentam diversos efeitos fisiologicos
podendo modular a concentracdo de lipideos plasmaticos, funcdo imunitaria,
sinalizacdo da insulina, desenvolvimento neuronal e acuidade visual (JUMP, 2002).
Esses acidos graxos apresentam efeitos benéficos em individuos portadores de

doencgas do coragao, hipertensdo, diabetes tipo 2, doenga renal, artrite reumatoide,



colite ulcerativa, doenca de Chron e doenca pulmonar obstrutiva cronica
(SIMOPOULOS, 1999).

Também foi demonstrado que os &acidos graxos (AGs) ®-3 possuem
capacidade em modular a agao da insulina em tecidos-alvo, atraindo interesse,
principalmente, para doengas associadas ao estado de resisténcia a insulina.
Alteragcdo na composicdo da membrana lipidica com consequiente alteracdo da
funcao de receptores ou canais de membrana, efeitos na translocacéao e atividade de
GLUT-4, interagdes com diacilglicerol (DAG) - proteina quinase C (PKC), produg¢ao
de oxido nitrico (NO), armazenamento de triacilglicerol (TAG) no musculo s&o
algumas das varias hipoteses que vém sendo aventadas para explicar os
mecanismos por tras dos efeitos dos AGs poliinsaturados na reducao da resisténcia
a insulina (STORLIEN et al., 1996; ZIERATH et al., 1997; KRSSAK et al., 1999). O
consumo de AGs -3 é capaz de induzir varias alteragcdes bioquimicas benéficas ao
individuo diabético, como reducédo do TAG plasmatico e aumento nas concentracdes
de HDL (FRANCESCHINI et al., 1991). Estes AGs sao considerados potentes
ativadores de PPARs (receptores ativados por proliferadores peroxissomos), que por
sua vez, controlam a expressdo de genes envolvidos no metabolismo de glicose,
lipidio, e adipogénese (SIRTORI; GALLI, 2002; LOMBARDO; CHICCO, 2006).

1.1 Obesidade e Diabetes

A obesidade é diagnosticada através do indice de massa corpérea (IMC), o
qual é definido pelo peso em quilogramas dividido pela altura ao quadrado em
metros (Kg/m?). O individuo com IMC acima de 25 é considerado com sobrepeso e
o individuo com IMC acima de 30 é considerado obeso. Atualmente, mais de 1
bilhdo de adultos estdo com sobrepeso e pelo menos 300 milhdes sdo obesos
(OMS).

Aproximadamente 85% dos individuos diabéticos séo tipo 2, e destes, 80%
apresentam sobrepeso ou sao obesos. A obesidade esta associada a varias
complicagbes como aumento do risco de diabetes, doengas cardiovasculares,
cancer, doengas gastrointestinais e artrite, além de consequéncias psicologicas
como baixa auto-estima e depressao (SMYTH; HERON, 2006). Sua associagao com

o desenvolvimento de diabetes tipo 2 ocorre devido ao excesso de tecido adiposo



que gera um estado de resisténcia a insulina. O individuo obeso encontra-se em
estado de resisténcia a insulina por trés principais alteragées provocadas pelo tecido
adiposo: (1) excesso de acidos graxos livres na circulagédo; (2) liberagdo de
citocinas; e (3) acumulo de acidos graxos em outros tecidos como musculo, figado e
pancreas (DESPRES; LEMIEUX, 2006). As células B pancreaticas sao responsaveis
por liberar insulina de acordo com a glicemia plasmatica. Em individuos obesos,
estas células aumentam a secrecéo e liberagcdo de insulina em resposta ao estado
de resisténcia a insulina (KAHN et al., 2006). A transicédo do estado de obesidade
para diabetes tipo 2 ocorre no momento em que as células B pancreaticas perdem a
capacidade de funcionar corretamente em resposta as concentragcbes glicémicas
(MUOIO; NEWGARD, 2008).

Atualmente considerada a doenca do século XXI, a diabetes é a 42 causa
principal de mortes nos paises desenvolvidos e é considerada epidemia global que
acomete 221 milhdes de pessoas no mundo neste ano de 2010, aumento de
aproximadamente 80% quando comparado ao ano de 1997 (BJORK, 2001).
Estimativas indicam que este numero chegara a 300 milhées até o ano de 2025
(OMS e Federagao Internacional de Diabetes). Em paralelo ao crescimento da
incidéncia de diabetes tipo 2, a obesidade e a sindrome metabdlica crescem em
numeros alarmantes em todo mundo e, como consequéncia, maior ocorréncia de
doencas cardiovasculares e de mortes prematuras. Estudos recentes demonstraram
que os gastos relacionados a saude sao cinco vezes maiores em individuos
diabéticos quando comparados aos dos nao diabéticos. Isto ocorre porque
diabéticos apresentam complicagdes a longo prazo como ataque cardiaco, derrame,
cegueira, faléncia renal e amputacdes (YACH et al., 2006). Estimativas sugerem o
gasto anual destinado ao tratamento da diabetes € de, aproximadamente, 22 bilhdes
de délares para o Brasil e de 65 bilhdes de dblares para toda América Latina (OMS).
Portanto, com o intuito de diminuir gastos futuros no tratamento da diabetes, maiores
investimentos destinados a prevencéo e desenvolvimento de novos e mais eficazes
tratamentos contra a diabetes se fazem necessarios (BJORK, 2001). Dada a
relevancia desta doencga, o Instituto Nacional de Saude dos Estados Unidos (NIH)
tem aumentado exponencialmente seus recursos em pesquisas relacionadas a
obesidade e diabetes (SPIEGEL; NABEL, 2006).



O aumento de individuos obesos e diabéticos esta associado a alteragbes no
estilo de vida atual, marcado principalmente pelo sedentarismo (HANDSCHIN;
SPIEGELMAN, 2008) e pela dieta ocidental (ROCHE et al., 2005). O facil acesso a
alimentos mais palataveis e a redugdo no custo dos alimentos também sao fatores
que contribuiram para o aumento de individuos obesos no mundo. Portanto,
individuos que realizam atividade fisica e que consomem baixa quantidade de
calorias na dieta possuem menor risco de desenvolver obesidade (HILL; PETERS,
1998) (Figura 1). Ao mesmo tempo, as drogas desenvolvidas para reduzir o peso
corporeo nao tém apresentado efeitos satisfatérios além de apresentarem diferentes
efeitos colaterais. Portanto, estudos que promovam maior esclarecimento na fungao
enddcrina do tecido adiposo, no processo inflamatério associado a obesidade e nos
processos envolvidos na regulagédo da ingestao alimentar e no gasto energético sédo
importantes para contribuir no desenvolvimento de novos agentes farmacolégicos
que combatam a obesidade de maneira mais satisfatéria (PI-SUNYER, 2003).
Estudo recente demonstrou que individuos que seguiram dieta saudavel e
realizaram atividade fisica com frequéncia por determinado periodo apresentaram
reducao na incidéncia de diabetes tipo 2 (KNOWLER et al., 2002).
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Figura 1: Relacao entre risco de obesidade, atividade fisica e restricio calorica (adaptado de HILL e
PETERS, 1998)



1.1.1 Modelo de obesidade induzido por Glutamato Monossddico

A inducado de obesidade pelo tratamento com glutamato monossodico causa
destruicdo de neurbnios hipotalamicos, principalmente no nucleo arqueado
(HOLZWARTH-MCBRIDE et al., 1976). Em consequéncia, uma série de alteracdes
neuroendocrinas e metabodlicas sdo encontradas neste modelo. Estudos anteriores
demonstraram que estes animais apresentam aumento do tecido adiposo (REMKE
et al., 1988; NASCIMENTO CURI et al.,, 1991) e redugdo da massa muscular
(RIBEIRO et al., 1997; PARK et al., 2007), resisténcia a insulina e hiperinsulinemia
(HIRATA et al.,, 1997), e redugdo na liberacdo de GH (MAITER et al., 1991).
Entretanto, algumas caracteristicas como a glicemia e o consumo alimentar destes
animais ainda sao controvérsias. Alguns estudos encontraram glicemia normal
(ZORAD et al., 1997; HIRATA et al., 2003) ou moderada hiperglicemia (PAPA et al.,
1997; PARK et al., 2007) e em relagdo ao consumo de ragéo, estes animais podem
ser hiperfagicos (DINIZ et al., 2005), normofagicos (PARK et al., 2007) ou
hipofagicos (SCALLET; OLNEY, 1986; MORRIS et al., 1998).

A obesidade pode ocorrer tanto pelo aumento da ingestdo alimentar quanto
por reducédo do gasto energético. A ativagado do sistema nervoso simpatico aumenta
a termogénese e a lipdlise, os quais promovem aumento da gasto energético e,
consequentemente, redugao da obesidade (COLLINS; SURWIT, 2001). Park et al.
demonstraram que animais obesos induzidos por glutamato monossddico
apresentam redugdo da atividade simpatica (PARK et al., 2007), dado este que
sugere como estes animais desenvolvem obesidade mesmo n&o sendo hiperfagicos.
Outra alteracdo encontrada neste modelo animal e que pode contribuir para o
desenvolvimento da obesidade é a reducéo na sintese e secregcédo de catecolaminas
pelas glandulas adrenais (MARTINS et al., 2004). As altas concentragcbes de
corticosterona encontradas neste modelo € um fator determinante na reducdo da
massa muscular, pois atuam inibindo a sintese protéica e estimulando a protedlise
(DOLNIKOFF et al., 1988).

O estudo das proteinas envolvidas na sinalizagdo da insulina é uma
importante ferramenta no estudo da resisténcia a insulina. Foi verificado aumento da
expressao da fosfatase PTP1B em figado, musculo e tecido adiposo de animais

obesos induzidos por GMS, proteina esta envolvida por regular negativamente a



sinalizagdo da insulina (HIRATA et al., 2003). O transportador GLUT-4 parece ter
importante papel na resisténcia a insulina e foi encontrado redugdo da expressao
deste transportador em animais obesos induzidos por GMS com 7 meses de idade
(DE CARVALHO PAPA et al., 2002).

Portanto, este modelo animal é considerado uma boa ferramenta para o
estudo da obesidade, principalmente, por apresentar resisténcia a insulina e excesso
do depdsito de gordura (ZHANG et al.; HIRATA et al., 1997; DOLNIKOFF et al.,
2001; LARSEN et al., 2001; SERAPHIM et al., 2001; DE CAMPOS et al., 2007;
GRASSIOLLI et al., 2007; FURUYA et al., 2010).

1.2 Acéo e sinalizacdo da insulina

O horménio insulina promove a sintese e armazenamento de carboidratos,
lipidios e proteinas além de inibir a quebra e liberacdo dos mesmos para a corrente
sanguinea (Figura 3) (SALTIEL; KAHN, 2001).
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Figura 2: Esquema dos efeitos gerais da insulina (adaptado de SALTIEL e KAHN, 2001)

O receptor da insulina faz parte da familia de receptores que estimulam
atividade da proteina tirosina quinase, a qual atua via fosforilacgdo em residuos
tirosina. O receptor é composto por duas subunidades a (localizadas na porgéo
extracelular e responsaveis pela ligacdo da insulina ao receptor) e duas J

(encontradas na porgao intracelular e responsaveis pela atividade tirosina quinase).



A via de sinalizagdo da insulina (figura 5) é iniciada quando a insulina se liga ao
receptor heterotetramico ativando, assim, a atividade tirosina quinase. A fosforilagao
cruzada ocorre nos dominios tirosina 1158/62/63 na porcao citosolica do receptor
(KIDO et al.,, 2001). Os residuos fosforilados do receptor atuam como sitios de
interagdo para varias proteinas (IRS, GAB e DOK) permitindo, por sua vez, a
fosforilagdo e interagdo das mesmas com outras proteinas que possuem dominio
SH2. As trés principais vias ativadas por proteinas IRS, sdo as vias da PI3K, da
CAP/Cbl/Tc10 e da MAPK (PIROLA et al.,, 2004). A PI-3K ativada aumenta as
concentragdes de fosfatidilinositol 3, 4, 5- trifosfato (PtdIns (3,4,5)P3), que regulam,
por sua vez, a atividade de diferentes proteinas serina quinases como a proteina
quinase B (PKB ou Akt), PDK-1 e as PKCs atipicas /A (PIROLA et al., 2004). A
ativagdo da via da PI3K encontra-se envolvida com o transporte de glicose
(translocacdo de GLUT4 para a membrana plasmatica), sintese de glicogénio e
lipogénese (Figura 4). Uma via paralela envolvida com a captagdo de glicose e
recentemente descrita, € a via da CAP/Cbl/Tc10, iniciada pela associacdo da Cbl
com o receptor da insulina através da proteina adaptadora CAP. O complexo CAP-
Cbl encontra-se associado a “balsas” lipidicas e a proteina caveolar flotilina (PIROLA
et al., 2004). A via da MAPK também ¢é ativada pela insulina através da associagao
SHC com o receptor de insulina e da Grb2. As MAPK ou ERKs (Extracellular signal-
regulated kinases) ndo possuem papel princial nas respostas metabdlicas, embora
aumento na atividade basal de MAPK parece contribuir com o desenvolvimento da
resisténcia a insulina (PIROLA et al., 2004).
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Figura 3: Esquema da sinalizag&o da insulina (adaptado de SALTIEL; KAHN, 2001)

1.3 Resisténcia a Insulina

A resisténcia a insulina € manifestada por reducao no transporte e metabolismo
da glicose no tecido adiposo e musculo esquelético aléem de aumentar a liberagao da
mesma pelo figado. Estas alteragdes sdo decorrentes de modificagbes na
sinalizagao da insulina (KAHN; FLIER, 2000).

A obesidade induzida pelo excesso da ingestdo alimentar resulta em maior
sintese de ftriacilglicerdis tendo como consequéncia aumento do tamanho do
adipocito. A hipertrofia dos adipdcitos modifica o perfil de secrecéo e liberagao de
adipocinas, por exemplo, aumentando a secre¢ao de MCP-1 (proteina quimioatrativa
de mondcito — 1) que, por sua vez, provoca aumento da infiltragdo de macréfagos
dando inicio, assim, a um estado proé-inflamatdrio. A citocina TNF-a, produzida e
secretada pelo macréfago infiltrado no tecido adiposo, exerce efeitos inibitorios
sobre a sinalizagdo da insulina através do aumento da fosforilagdo das proteinas
IRS (substrato do receptor de insulina) em residuos serina e treonina. Esta mesma
citocina esta envolvida com o aumento da expressao de proteinas como a JNK-1,
ERK-1,2 e MAP4K4 (GUILHERME et al., 2008). O TNF-a também é capaz de



estimular a lipdlise, aumentando assim a concentragado de acidos graxos na corrente

sanguinea.
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Figura 4: Relagdo entre obesidade e resisténcia a insulina (adaptado de ROSEN; SPIEGELMAN,
2006)

Os AGs livres ligados a albumina sdo provenientes, principalmente, dos
depdsitos de triacilglicerdis armazenados no tecido adiposo e séo liberados pela
acao da enzima lipase sensivel a horménio. O aumento de AGs livres na circulagao
esta relacionado a expansdao do tecido adiposo e hipertrofia dos adipdcitos,
comumente encontrado em individuos obesos ou com diabetes tipo 2, os quais
atuam como substrato energético em diferentes tecidos. Os AGs livres na circulagéo
reduzem a captacdo de glicose no tecido adiposo e no musculo e promovem a
liberagdo da mesma pelo figado, via neoglicogénese (ROSEN; SPIEGELMAN, 2006)
(Figura 2). Esta condigdo também promove a producdo de triacilglicerois,
apolipoproteina B e VLDL pelo figado (MOORADIAN, 2009). Randle et al. (1963)
foram os primeiros a propor a existéncia de competicao entre os substratos lipidio e
carboidrato, onde o aumento da concentracdo plasmatica de acidos graxos reduz a
captacédo e metabolismo da glicose estimulada pela insulina (RANDLE et al., 1963).
Os mecanismos pelos quais os acidos graxos modificam o metabolismo da glicose
estdo associados a alteragdes na atividade de diferentes proteinas como GLUT-4
(transporte de glicose), hexoquinase (fosforilagdo da glicose), glicogénio fosforilase
(glicogendlise), fosfofrutoquinase (glicolise), piruvato desidrogenase (razdo acetil-
CoA/CoA) (SILVEIRA et al., 2008). A exposigao crbénica de acidos graxos livres
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causa inibicdo de proteinas envolvidas na sinalizagdo da insulina, efeitos estes
envolvidos no desenvolvimento da resisténcia a insulina (BODEN; SHULMAN,
2002). Interessantemente, a exposi¢cdo aguda de acidos graxos aumenta a sintese
de glicogénio e a oxidacao de glicose (HIRABARA et al., 2007).

Atualmente, sabe-se que o tecido adiposo secreta uma série de proteinas
bioativas, conhecidas como adipocinas, as quais modulam o balango energético,
apetite, hemostase, pressdo sanguinea, metabolismo de glicose e lipidio,
sensibilidade a insulina, angiogénese, processo inflamatério e resposta imunitaria
(TRAYHURN; WOOD, 2004). Interessantemente, a sintese e liberacdo destas
adipocinas encontram-se alteradas em individuos obesos, diabéticos tipo 2 e com
sindrome metabodlica (ANTUNA-PUENTE et al.,, 2008). A adiponectina € uma
adipocina capaz de aumentar a captagdo de glicose e oxidagdo de gordura no
musculo, reduzir a producdo de glicose hepatica, e melhorar a sensibilidade a
insulina. Interessantemente, as concentracbes de adiponectina encontram-se
reduzidas em individuos obesos (RABE et al., 2008). A adiponectina também
apresenta efeitos anti-aterogénicos por inibir a adesdo de mondcitos, a
transformacao de macréfagos em células “espumosas” ou “foam cells” e a ativagao
de células endoteliais (RONTI et al., 2006). A leptina é outra adipocina importante
por regular a ingestao alimentar e o gasto energético, estimular a lipdlise e melhorar
a sensibilidade a insulina em tecidos periféricos. A ativacédo do receptor de leptina
inibe as vias orexigenas (neuropeptideo Y - NPY e peptideo relacionado ao agouti —
AgRP) e ativa as vias anorexigenas (pro-opiomelanocortina — POMC e transcrigéo
regulada pela cocaina e anfetamina — CART). As adipocinas resistina, RBP4
(Proteina ligadora de retinol 4), TNF-a e IL-6 possuem agédo pré-inflamatéria e
encontram-se diretamente associadas a resisténcia a insulina (RONTI et al., 2006;
RABE et al.,, 2008). Portanto, as adipocinas possuem importante papel no
desenvolvimento do processo proé-inflamatério e da resisténcia a insulina em
individuos obesos e diabéticos tipo 2.

Estudo recente verificou que a auséncia de tecido adiposo, condigao conhecida
como lipodistrofia, também pode causar alteragdes metabdlicas devido a auséncia
de leptina além de aumentar o depdsito de lipidios em outros tecidos como figado e

musculo esquelético o que, consequentemente, contribui para o estado de
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resisténcia a insulina em ambos tecidos (REITMAN; GAVRILOVA, 2000). O aumento
da ingestao alimentar juntamente com a redugao de atividade fisica contribuem para
a hipertrofia dos adipdcitos, os quais exercem principal fungdo no armazenamento
de triacilgliceréis. Quando a capacidade de armazenamento dos adipécitos é
excedida, os lipidios comecam a ser armazenados em outros tecidos como musculo
esquelético e figado, fenbmeno conhecido como “gordura ectopica”, e seus
metabdlitos interferem na sinalizagcdo da insulina, no transporte e fosforilacido da
glicose e sintese de glicogénio muscular, além de aumentar a neoglicogénese
hepatica (BAYS et al.,, 2004). As células precursoras de adipdcitos com baixa
capacidade de proliferagcao e/ou diferenciacdo apresentam maior susceptibilidade a
formar adipécitos de maior tamanho (HEILBRONN et al., 2004).

1.4 Inflamagao

A inflamacdo pode ser compreendida como resposta aguda do nosso
organismo contra lesbes e é caracterizada pelas seguintes caracteristicas: tumor,
rubor, dor e calor. A obesidade e diabetes tipo 2 apresentam um estado de
inflamacao crénico que envolve moléculas e vias de sinalizagdo semelhantes ao
processo de inflamagdo classicamente conhecido. Este estado inflamatério €&
caracterizado pela elevagdo nas concentragdes plasmaticas da proteina C-reativa
(PCR), interleucina-6 (IL-6) e do inibidor do ativador de plasminogénio-1 (PAI-1). O
consumo crdnico e excessivo de nutrientes altamente caldricos favorece a formacgéao
de metabdlitos oxidantes e pro-inflamatorios (DANDONA et al.,, 2004).
Interessantemente, a insulina exerce efeitos anti-inflamatérios ao reduzir a geragao
de espécies reativas de oxigénio por células mononucleares, suprimir a expressao
da NADPH oxidase e do fator nuclear NF-kB, induzir a expressaode IkB e suprimir
as concentragdes plasmaticas de ICAM-1 (Intercelullar adhesion molecule-1) e MCP-
1 (monocyte chemotactic protein-1) (DANDONA et al., 2001). Portanto, uma inibicdo
na transducdo do sinal da insulina pode desencadear, por si sO, o desenvolvimento
de um estado pré-inflamatério.

O tecido adiposo e figado s&o constituidos tanto por células envolvidas no
metabolismo (adipdcitos e hepatdcitos) quanto por células imunitarias (macréfagos e

linfécitos), as quais encontram-se em contato proximo com redes de vasos capilares.
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Deste modo, ambos os tecidos formam um ambiente propicio para a existéncia de
comunicagdes dinamicas entre respostas imunitarias e metabdlicas e também com
outros tecidos como musculo e pancreas (HOTAMISLIGIL, 2006). A ligacao entre
inflamacao e metabolismo pode ser evidenciada no tecido adiposo onde adipécitos
em expansao secretam e liberam moléculas quimiotaxicas envolvidas no
recrutamento de células imunitarias, como por exemplo, o macréfago. Nutrientes,
principalmente acidos graxos, podem ativar ou inibir os fatores de transcricdo das
familias PPAR (Receptores ativados por proliferadores de peroxissomos) e LXR
(Receptor X do figado) os quais sdo capazes de inibir a expressado de varios genes
envolvidos na resposta inflamatéria dos adipécitos e macrofagos (HOTAMISLIGIL,
2006). O consumo excessivo de nutrientes também resulta em alteragao funcional
do reticulo endoplasmatico, o qual, por sua vez, através das proteinas IRE-1
(inositol-requiring enzyme-1), PERK (PKR-like endoplasmic-reticulum kinase), pode
ativar as vias inflamatodrias via JNK e NF-kB e assim, contribuir para o quadro de
resisténcia a insulina (HOTAMISLIGIL, 2006). O tecido adiposo de individuos obesos
€ caracterizado por inflamagéo e infiltragdo de macrofagos. A secrecédo de MCP-1
por pré-adipécitos e/ou células endoteliais, 0 aumento da secrecao de leptina pelos
adipdcitos e danos fisicos ou oxidativos devido a hipertrofia dos adipécitos séo
alguns dos mecanismos capazes de promover a infiltracdo de macréfagos. Uma vez
recrutados, os macréfagos do tecido adiposo aumentam a produgdo de citocinas
pro-inflamatérias e alteram a funcdo dos adipécitos, contribuindo assim, para o
estado de resisténcia a insulina (WELLEN; HOTAMISLIGIL, 2003) (Figura 5).
Recentemente, estudos comecam a elucidar o papel dos linfécitos T no processo
inflamatério do tecido adiposo de individuos obesos. Camundongos magros
apresentam predominio de linfocitos T.eg € TH> presentes no tecido adiposo. Estas
células secretam IL-10, interleucina capaz de melhorar a sensibilidade a insulina e
que possui acao anti-inflamatoéria. Em contraposicdo, em animais obesos, sao as
células CD8" e TH; que aparecem em maior quantidade, favorecendo um ambiente
mais proé-inflamatério via recrutamento de macréfagos (LUMENG et al.,, 2009)
(Figura 6).
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a Magro b Obeso
Células TH2 ; Células TH1 Células TH2 Células TH1
(CD4*) Eloadont (CD4%) (CD4% (CD4*)

pag~ macrophages e
8P A Foe

@ @ 'l:;) )

i 1
@ 4 4 =
Células T Células T Célu Ias T Células T

regulatérias IL-10 efetoras regulatérias ¢ pfatoras
(CD4%) (CD8*) (CD4%) i o (CDs%)

inflamatérios
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A via de sinalizagao inflamatéria envolve uma série de proteinas que fosforilam
proteinas IRS em residuos serina, incluindo JNK, IKKB, PKCH, mTOR (mammalian
target of rapamycin) e p70S6K. Estas proteinas quinases sao moduladas por acidos
graxos e sao contribuintes chave no desenvolvimento da resisténcia a insulina (DE
LUCA; OLEFSKY, 2008; GUILHERME et al., 2008)(Figura 8). A familia de

receptores TLR (Toll-like Receptor) possui importante papel no sistema imunitario
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inato e é responsavel por ativar vias inflamatérias em resposta a patdgenos.
Recentemente, Shi et al. (2006) demonstraram que acidos graxos livres utilizam o
receptor TLR4 para induzir a expressdo de citocinas pro-inflamatérias em
macrofagos, adipécitos e no figado (SHI et al., 2006) (Figura 7).
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Figura 7: "Crosstalking" entre via de sinalizagao da insulina e inflamatéria (adaptado de DE LUCA,;
OLEFSKY, 2008)

1.5 Acidos graxos
Acidos Graxos (AG) sdo &cidos carboxilicos compostos, na maioria das
vezes, por uma cadeia hidrocarbdnica longa, ndo ramificada e com numero par de
atomos de carbono. Os acidos graxos podem ser saturados ou conter uma ou mais
duplas ligagdes (insaturacdes) e sao classificados como AG de cadeia curta (2 a 4
carbonos), média (6 a 10 carbonos) e longa (acima de doze carbonos)(CURI, 2002).
Os acidos graxos saturados, que nao possuem dupla ligagdo, apresentam
conformacao linear que permite melhor empacotamento dos mesmos na membrana
plasmatica. Quando o acido graxo possui uma unica dupla ligagdo, € denominado
monoinsaturado, se contém duas ou mais duplas ligagdes, poliinsaturado (PUFAS).
As duplas ligacdes tém grande importéancia, pois aumentam a flexibilidade da cadeia
e consequentemente a fluidez das membranas biolégicas. Os acidos graxos

saturados sdo normalmente encontrados na forma sélida (gordura) e em produtos de
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origem animal. A excegao é feita para a gordura de coco, rica em acidos graxos
saturados, cuja fonte é de origem vegetal. Os monoinsaturados estao presentes em
maior quantidade, principalmente, no 6leo de oliva. Ja os poliinsaturados sao
encontrados em 6leos vegetais (girassol, milho, soja, algodao), éleos de peixe e em
oleaginosas (castanha, améndoa).

Os varios carbonos da cadeia hidrocarbénica dos acidos graxos podem ser
classificados através de letras gregas. O carbono a é o adjacente ao grupo
carboxila, enquanto o carbono ® é o ultimo carbono na extremidade metila. A
distingdo entre as familias de acidos graxos pode ser feita pela localizagdo da dupla
ligacdo a partir de sua extremidade metila. Assim, o acido graxo o -3 apresenta sua
primeira dupla ligagdo entre os carbonos trés e quatro, o ® -6 entre os carbonos seis
e sete da cadeia hidrocarbbénica e 0 ® -9 entre os carbonos 9 e 10. Existem trés
familias importantes de &cidos graxos poliinsaturados: a ®-9, representada pelo
acido oléico; a w-6, derivada do acido linoléico (LA); e a ®-3, derivada do acido a-
linolénico (ALA). Os membros de acidos graxos de uma mesma familia podem ser
biologicamente sintetizados a partir de um precursor. No entanto, um acido graxo de
uma determinada familia ndo pode ser biologicamente convertido em outra familia.
Por exemplo, um acido graxo da familia o -3 n&o pode ser convertido em um da
familia o -6 (CURI, 2002).

Os acidos graxos classificados como essenciais s&o aqueles acidos graxos de
extrema importancia para o funcionamento do organismo (ex. participam no
desenvolvimento do cérebro, células sanguineas — eritrocitos e leucdcitos e da pele).
As duas familias de AGs essenciais sdo os pertencentes a familia -3 e -6, sendo
seus precursores, respectivos, o acido linoléico e o a-linolénico. Estes AGs nao
podem ser sintetizados no organismo de mamiferos, pois estes ndo possuem as
enzimas dessaturases A12 (insergdo de insaturagdo entre carbonos 3-4) e A15
(insergao entre carbonos 6-7), as quais sdo responsaveis pela sintese destes acidos
graxos poliinsaturados e, portanto, devem ser providos pela dieta. Embora n&o
possam ser sintetizados por mamiferos, os AGs essenciais podem sofrer
modificacdes relacionadas a porg¢ao carboxi-terminal por insercées de insaturacoes,
insercao de pares de carbonos (no reticulo endoplasmatico) ou retirada de carbonos

da cadeia (no peroxissomo). No entanto, as insaturagdes presentes na por¢cao metila
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do acido graxo permanecem inalteradas (CURI, 2002). Neste contexto, acidos
graxos como linoléico (18:2n-6) e a-linolénico (18:3n-3) adquirem novas duplas
ligacbes e sofrem alongamento de cadeia, dando origem a varios outros acidos
graxos de cadeia longa, entre eles o acido araquidénico (AA 20:4n-6) proveniente do
acido linoléico, o acido eicosapentaendico (EPA 20:5n-3) e acido docosahexaendico
(DHA 22:6n-3), provenientes do acido a-linolénico (RATNAYAKE; GALLI, 2009).

Os acidos graxos araquidbnico (®m-6) e eicosapentaendico (®-3) s&o
precursores dos eicosandides prostaglandinas (PGs), tromboxanas (TXs),
leucotrienos (LTs), acidos hidroxieicosatetraendicos (HETEs) e acidos
hidroxiperoxieicosatetraendicos (HPETEs). A fosfolipase A2 é a primeira enzima
envolvida na sintese de eicosanodides responsavel por liberar os acidos graxos
poliinsaturados de 20 carbonos localizados nos fosfolipidios de membrana. As
enzimas cicloxigenase (COX) e lipoxigenase (LOX) sao responsaveis pela
conversdo destes acidos graxos nos diferentes eicosandides. Existem duas
importantes isoformas de COX: a COX-1, que é expressa constitutivamente em
muitos tecidos; e a COX-2, associada a respostas inflamatdrias e induzida por varios
tipos de estimulos incluindo citocinas, promotores tumorais e fatores de crescimento
(RATNAYAKE; GALLI, 2009).

O metabolismo do acido araquidénico (AA) via COX, gera PGs e TXs da série 2
as quais causam processo inflamatério por apresentarem acdo quimiotaxica,
vasoconstritora e estimular agregacao plaquetaria. O acido eicosapentaendico (EPA)
também é metabolizado pelas mesmas enzimas, mas gera PGs e TXs da série 3.
Portanto, existe competicdo destes dois substratos pelas enzimas COX e LOX e,
consequente, producao de eicosandides diferentes de acordo com o substrato que
encontra-se disponivel na membrana celular. Interessantemente, os eicosandides
derivados do EPA sao menos potentes quando comparados aos derivados do AA e,
portanto, exercem menor efeito inflamatério (RATNAYAKE; GALLI, 2009) (Figura 8).

Os acidos graxos ®-3 séo encontrados principalmente em peixes (EPA e DHA),
oleo de canola (ALA) e linhaga (ALA), bem como em folhas verdes escuras (ALA).
Os AGs -6 sdo compostos principalmente de 6Oleos vegetais e sementes, como
milho (LA), girassol (LA), soja (LA), entre outros (RATNAYAKE; GALLI, 2009).
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Figura 8: Formacao de eicosandides a partir do AA e EPA (adaptado de SIMOPOULQS, 2010)
1.6 Dieta e resisténcia a insulina

A origem das doengas esta relacionada com dois fatores essenciais: o
genético e o ambiental. Um dos fatores ambientais mais importantes é o tipo de
alimento que comemos. Estudos em nutrigenética e nutrigenbmica fornecem
informacdes sobre a interacado entre nutrientes e expressao génica. O conhecimento
gerado a partir destes estudos pode promover uma vida mais saudavel e ajudar na
prevencgao e tratamento de doengas crénicas (SIMOPOULQS, 2010).

Em comparacéo a sociedades mais antigas, a sociedade atual apresenta uma
dieta com maior ingestdo de acidos graxos saturados, poliinsaturados »-6 e trans

(Figura 9). Ao mesmo tempo o consumo de 4&cidos graxos -3 diminuiu
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consideravelmente, principalmente a dieta do ocidente, onde a razdo w-6:»-3 esta
entre 20 e 30:1. Esta redugao no consumo ocorreu devido a reducdo no consumo de
peixe e aumento de produtos industrializados, como carne de animais alimentados a
base de gréos ricos em AGs »-6 (Figura 9). A medida que a razéo v-6:0-3 aumenta,
a incidéncia de diabetes tipo 2 aumenta proporcionalmente, assim como doengas do
coragao, cancer e outras doengas inflamatoérias e autoimunes (SIMOPOULQOS, 1999;
2006) (Figura 10). Embora os efeitos anti-diabéticos dos AGs ®-3 ainda sao
controversos, estudos epidemiolégicos demonstram baixa incidéncia de diabetes em
populagdes com alto consumo de ®-3 (NETTLETON; KATZ, 2005; DE CATERINA

et al., 2007).
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Figura 9: Percentual de energia a partir de acidos graxos ingerida pelo homem desde a época
paleolitica até a atualidade (adaptado de SIMOPOULCQS, 1999)
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Figura 10: Relacdo entre o consumo de gorduras na dieta e a prevaléncia de diabetes tipo Il
(adaptado de SIMOPOULOS, 1999)

Em contraposigdo a dieta ocidental, a dieta do mediterrdneo, composta
basicamente por cereais ndo refinados, muitos vegetais e frutas, 6leo de oliva e
peixe, esta diretamente relacionada a diversos efeitos benéficos. A baixa quantidade
de gordura saturada, alta concentracdo de acidos graxos monoinsaturados,
carboidratos complexos, fibras, beta-caroteno, vitaminas C e E sao elementos-chave
para uma dieta saudavel e sdo comumente encontrados na dieta de povos que
vivem préximos ao mar mediterraneo (PANAGIOTAKOS; POLYCHRONOPOQOULOS,
2005).

Recentemente, o perfil de lipidios da dieta tem sido considerado modulador
da sensibilidade a insulina e, consequientemente, importante no desenvolvimento da
diabetes. O conceito geral de que uma dieta rica em gordura resulta em obesidade
tém sido ampliado e corrigido por estudos recentes. A ingestdo de gordura saturada
esta diretamente relacionada a obesidade, enquanto a gordura poliinsaturada pode
apresentar efeitos nulos ou até mesmo protetores (STORLIEN et al., 2000).

Os acidos graxos poliinsaturados da familia »-3 tém despertado interesse,
principalmente por apresentarem efeitos antiarritmicos, antitrombogénicos,
hipotriacilglicerolemiantes (KRIS-ETHERTON et al., 2002). Devido aos efeitos
benéficos, estudos em modelos animais e clinicos investigaram a a¢ao dos acidos
graxos ®-3 como possivel tratamento na diabetes (SIRTORI; GALLI, 2002). Os
acidos graxos ®-3 exercem seus efeitos modulando 3 vias principais: 1) estrutura e

funcdo da membrana plasmatica; 2) sintese de eicosandides; e 3) expressao génica
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(JUMP, 2002). A incorporagao dos acidos graxos poliinsaturados AA, EPA e DHA na
membrana do musculo esquelético € capaz de aumentar a fluidez de membrana,
numero de receptores de insulina na membrana plasmatica e a agao da insulina
(MARTIN DE SANTA OLALLA et al., 2009).

O consumo de &cidos graxos -3 apresentam capacidade em reduzir a
lipemia tanto em jejum quanto posprandial e a resposta pré-inflamatéria associada
em condi¢des de hipercolesterolemia e obesidade (HASSANALI et al., 2009). Estes
acidos graxos sdo considerados potentes ativadores de PPARs (DAYNES; JONES,
2002). Os PPARs séo ligantes de fatores transcricionais pertencentes a superfamilia
de receptores hormonais nucleares. O PPAR-y atua na diferenciacéo de adipécitos e
modula o metabolismo e inflamacdo de células imunitarias (TONTONOZ;
SPIEGELMAN, 2008). A ativacdo do PPAR-ytambém é capaz de aumentar a
sensibilidade a insulina e, consequentemente, reduz a resisténcia a insulina. As
tiazolidinedionas (TZDs) fazem parte de uma classe de medicamentos capazes de
aumentar a acado da insulina e atuam como potentes ligantes de PPAR-y (GUO;
TABRIZCHI, 2006).

1.7 Justificativa

Varios estudos clinicos e em modelos animais demonstram efeitos benéficos
dos acidos graxos w-3 em diferentes doengas crénicas. Dietas compostas por altas
concentragdes de acidos graxos saturados, monoinsaturados w-9 ou poliinsaturados
w-6 contribuem para o desenvolvimento da resisténcia a insulina em ratos.
Interessantemente, este mesmo estudo mostrou normalizagdo da acéo de insulina,
através do teste hiperinsulinémico-euglicémico, nos animais insulino resistentes
induzidos por dieta rica em &cidos graxos saturados ao substituir 11% dos acidos
graxos poliinsaturados presentes na dieta por acidos graxos w-3 (STORLIEN et al.,
1991). A maioria dos estudos experimentais enfocam a importéncia do 6leo de peixe
na prevencao do desenvolvimento e estabelecimento da resisténcia a insulina e
dislipidemia em animais alimentados com dietas hiperlipidica ou com alta
concentracdo de sucrose (STORLIEN et al, 1987; KLIMES et al., 1993;
PAGLIASSOTTI et al., 1996; PODOLIN et al., 1998; PEYRON-CASO et al., 2002).
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Menos estudos avaliaram o efeito do 6leo de peixe na reversdo do estado de
resisténcia a insulina induzido pela dieta. Lombardo et al. demonstraram que dieta
contendo 7% (7 g de lipideo em 100 g de ragao) de oleo de figado de bacalhau por
30 dias foi capaz de reverter a hipertriacilglicerolemia em animais alimentados com
dieta rica em sucrose (LOMBARDO et al., 1996). D’Alessandro et al., com este
mesmo protocolo experimental, demonstraram capacidade do 6leo de figado de
bacalhau em melhorar a oxidacdo e armazenamento da glicose no musculo
gastrocnémio de ratos insulino resistentes (D'ALESSANDRO et al., 2000). Lombardo
et al. foi o primeiro a mostrar reversao da resisténcia a insulina em ratos alimentados
com alta concentragdo de sucrose apos adicao de 6leo de peixe (7%) na dieta por 2
meses (LOMBARDO et al., 2007). No entanto, a concentragdo de dleo de peixe
nestes estudos é considerada alta e futuros estudos sdo necessarios para
determinar a eficacia de doses menores. Outros estudos apresentam dados
discrepantes devido diferentes fatores, como concentragdo de acidos graxos na
dieta, tipo de modelo animal utilizado, relagdo entre os outros acidos graxos
saturado, monoinsaturado e poliinsaturados w-6. Gillam et al. ndo encontraram
efeitos benéficos dos acidos graxos w-3 em relagdo ao estado de resisténcia a
insulina, fungdo pancreatica, concentragao sérica de leptina e triacilglicerol em ratos
Zucker fa/fa alimentados com dieta contendo 10% de éleo de linhaga ou menhadem
apos 8,5 semanas (GILLAM et al., 2009). Em camundongos ob/ob alimentados com
dieta hiperlipidica (45% da energia proveniente de lipideos) rica em EPA ou DHA foi
observado redugcdo das concentragdes plasmaticas de triacilglicerol e acidos graxos
livres, sem, no entanto, observar melhora na sensibilidade a insulina (MUSTAD et
al., 2006).

Os acidos graxos w-3 também apresentam importante papel na modulagéo da
resposta imunitaria, principalmente em individuos portadores de doengas
inflamato6rias como cancer, doengas do trato gastrointestinal, artrite reumatodide, etc
(SIJBEN; CALDER, 2007). No entanto, poucos estudos investigaram a modulagao
destes acidos graxos no estado inflamatério presente em individuos obesos e
diabéticos. Todoric et al. foi o primeiro estudo a mostrar redug¢ao da inflamacao do

tecido adiposo em camundongos diabéticos db/db alimentados com dietas
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hiperlipidicas contendo concentrados purificados de EPA ou DHA (TODORIC et al.,
2006).

Portanto, os estudos que utilizam diferentes abordagens como diferentes tipos
de dleos, modelos animais, doses e periodos de suplementacao, contribuem para o
esclarecimento dos efeitos causados pelos acidos graxos w-3. Nosso estudo
objetiva investigar os efeitos do 6leo de peixe, rico em acidos graxos w-3, sobre o
metabolismo e a inflamagdo de ratos obesos. A abordagem utilizada em nosso
estudo se diferencia dos outros por utilizar uma concentracdo de 6leo de peixe mais
baixa (1 g/kg p.c.), por um periodo relativamente curto e um modelo de obesidade

diferente do induzido por dieta ou geneticamente modificado.
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2 OBJETIVO

Determinar o efeito da suplementagdo com 6leo de peixe sobre o

metabolismo de glicose e lipideos em tecido muscular e adiposo de ratos obesos .

Para alcancar estes objetivos foram analisados:
1. A sensibilidade a insulina “in vivo” dos animais.
2. O perfil bioquimico plasmatico da glicemia, triacilglicerolemia, colesterolemia e
insulina.
A responsividade a insulina do musculo séleo isolado “ex vivo”.
A responsividade a insulina do tecido adiposo “ex vivo”.
O didmetro médio dos adipdcitos e a lipdlise do tecido adiposo “ex vivo”.
A expressao protéica de COX-2 no tecido adiposo.

A estrutura do tecido adiposo.

© N o g bk ©

O perfil de células estromais vasculares no tecido adiposo positivas para CD4,

CD8 e macrofagos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus, var. albinus)
obtidos do Biotério do Setor de Ciéncias Biologicas da UFPR. Os animais foram
mantidos em ciclo claro/escuro (12/12 horas), em ambiente com temperatura
controlada de 22 £+ 2 °C com agua e ragao (Nuvilab CR-1 — Nuvital, Colombo, Brasil)
livres. Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal (CEEA) da UFPR, protocolo n° 215 (ANEXO 1).

3.2 Acidos graxos

O oleo de peixe foi cedido gentilmente pela Fundagdo Herbarium, contendo
1g/capsula na proporcao de 0,192 g de EPA e 0,124g de DHA e a gordura de coco
da Industria Brasileira Refino de Oleos do Brasil LTDA. Os experimentos foram
realizados no Laboratério de Metabolismo Celular no Departamento de Fisiologia do

Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Parana.
3.3 Métodos
3.3.1 Inducgao de obesidade

Foram injetados em ratos recém-nascidos, via subcutanea, glutamato
monosodico (4 mg/g) diluido em PBS, nos 5 primeiros dias pds-nascimento
(DE FREITAS MATHIAS et al., 2007). Os animais controle receberam uma
dose de cloreto de sédio (1,25 g/kg) no mesmo periodo. Apds 3 meses, 0s
animais apresentaram intolerancia a glicose, e aumento da lipogénese,

caracteristicas estas de animal obeso.
3.3.2 Protocolo experimental

Foram utilizados um total de 144 animais dividos em 6 experimentos.Apos a indug¢ao
de obesidade, os animais com 21 dias foram aleatoriamente divididos em dois
grupos: nao obeso e obeso. Apds 90 dias, foram realizados testes de tolerancia a

insulina. Os animais foram subdivididos em seis subgrupos: nao obeso e nao
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suplementado (C), ndo obeso suplementado com 6leo de peixe (OP), nao obeso
suplementado com gordura de coco (GC), obeso ndao suplementado (Ob), obeso
suplementado com 6leo de peixe (ObOP) e obeso suplementado com gordura de
coco (ObGC). A suplementacdo com Oleo de peixe ou gordura de coco foi
administrada por via oral, na dose de 1 g/kg, utilizando-se micropipetas. Apods 4
semanas de suplementagdo os animais foram ortotanasiados, apds jejum, por
decaptagdo para coleta e analise dos tecidos. O sangue foi coletado em tubos
contendo heparina, centrifugado a 300 x g por 10 min, e o plasma utilizado para

analise do perfil bioquimico.

Suplementacao
(30 dias)

5 primeiros dias
pos-nascimento

Adulto (90 dias)

Figura 11: Esquema do protocolo experimental

3.3.3 Teste de tolerancia a insulina

Animais em jejum foram anestesiados com pentobarbital soédico (50 mg/kg). Foi
administrada insulina endovenosa (0,75 mU/Kg) e mensurada a glicemia nos tempos
0, 4, 8, 12 e 16 minutos (SERAPHIM et al., 2001; TOMIE FURUYA et al., 2005). Os
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valores da glicemia foram utilizados para calcular a constante de decaimento da
glicose (Kitt) descrito anteriormente (BONORA et al., 1989).

3.3.4 indice Lee

O indice Lee [peso corporeo (g)'*/comprimento naso-anal (cm) x 1000] € um
parametro utilizado para indicar o grau de obesidade do animal (BERNARDIS;
PATTERSON, 1968).

3.3.5 Efeito sobre o metabolismo de glicose em musculo séleo

O musculo séleo foi isolado e incubado como previamente descrito (CRETTAZ et al.,
1980; CHALLISS et al., 1983). Os ratos foram anestesiados, seus musculos séleos
isolados, pesados e pré-incubados em tampao bicarbonato de Krebs-Ringer
contendo 5,6 mM de glicose, pH 7,4, por 30 min em banho aquecido a 37° C, 95%
0O, e 5% CO,, com agitagdo continua (120 rpm). Apds este periodo, os musculos
foram transferidos para outros frascos contendo o mesmo tampao, porém acrescido
de 0,3 uCi/mL de [U-"*C]-D-glicose. Feniletilamina (0,4 mL), diluida em metanol (1:1,
v/v), foi adicionada em compartimento separado para absorgdo do “C0O,. Os
musculos foram incubados na auséncia ou presencga de insulina na concentracéo de
10.000 pU/mL, por 1 hora, nas mesmas condicdes. Ao final da incubacéo, os
musculos foram digeridos em solugdo KOH 1M. Em seguida, foram mensuradas
sintese de [14C]-glicogénio, produgcédo de lactato e descarboxilagdo de [U-4C]-D-
glicose, segundo os métodos descritos por ESPINAL et al. (ESPINAL et al., 1983),
ENGEL & JONES (ENGEL; JONES, 1978) e LEIGHTON et al. (LEIGHTON;
COOPER, 1988), respectivamente.

3.3.6 Efeito sobre o metabolismo de glicose em tecido adiposo

O tecido adiposo epididimal foi isolado, pesado aproximadamente 100 mg, e
incubado em tampao Krebs-Ringer, como descrito acima. Os tecido foram incubados
na auséncia ou presenca de insulina na concentracdo de 1.000 uU/mL, por 1 hora,
nas mesmas condi¢des. Ao final da incubacédo, a produgao de lactato foi mensurada
segundo método descrito por ENGEL & JONES (ENGEL; JONES, 1978).
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3.3.7 Analises plasmaticas
O sangue foi coletado apds jejum, aproximadamente as 9 horas da manha.
a) Mensuragao da Glicemia

A glicose foi quantificada por método colorimétrico, utilizando-se sistema comercial
Glicose E enzimatica da labtest. Os ensaios foram realizados segundo as instrugdes

do fabricante. A leitura foi feita em espectrofotdmetro de placa a 505 nm.
c) Determinagao do Colesterol Total

Foi determinado por método enzimatico, conforme sistema comercial Colesterol
COD-ANA da Labtest. As amostras foram preparadas segundo as instru¢cdes do
fabricante com posterior leitura em absorbancia de 500 nm, e a concentracédo de

colesterol em foi expressa mg/dL.
d) Determinagéo do Colesterol HDL

Foi utilizado o sistema para precipitacdo das lipoproteinas de baixa e de alta
densidade (LDL e VLDL) e determinagao do colesterol HDL no sobrenadante apos
centrifugagcédo utilizando-se o sistema comercial enzimatico Colesterol HDL -
precipitante em associacdo com o sistema comercial Colesterol COD-ANA da
Labtest, com leitura de absorbancia a 500nm. Apdés a medida da absorbancia em

500nm, foi calculada a concentracao de colesterol HDL em mg/dL.
e) Determinagéo dos Triacilgliceroéis (TAGs)

Foi determinado pelo método enzimatico colorimétrico que utiliza quatro enzimas,
conforme o sistema comercial TRIGLICERIDES GPO-ANA da Labtest. As amostras
foram preparadas seguindo-se as instrucbes do fabricante, e apds a leitura da

absorbancia em 540nm, a concentragao de triacilglicerdis foi expressa em mg/dL.
f) Determinagéo da insulina

Aliqguotas do plasma foram congeladas (-80° C) para posterior analise. A

concentracao de insulina foi determinada por imunoensaio enzimatico de competicao
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e expressa em ng/mL conforme metodologia descrita pelo fabricante (SPI-Bio Bertin

Pharma — Montigny le Bretonneux; France).
3.3.8 Expresséao protéica
a) Quantificacao protéica

Os musculos congelados foram homogeneizados em tampao de lise na proporgao
1:7 com o auxilio de um homogeneizador Politron (25.000 rpm/min), centrifugados
por 5 minutos a 13.000 rpm e o sobrenadante coletado. A quantificacdo protéica foi
determinada pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976). Apés a dosagem
protéica as amostras foram diluidas em tampao laemmli 5X, na concentragdo de 3

Mg/mL e submetidas a eletroforese SDS-PAGE seguido por Imunoblotting.

b) Eletroforese: método “SDS-PAGE” (Dodecil de sulfato de sodio — eletroforese em

gel de poliacrilamida)

Foram aplicados 45 ug de proteina por “lane” no gel. A corrida foi mantida em 160 V

por aproximadamente 1 hora (Bio-rad Mini-PROTEAN).
C) Imunoblotting

O imunoblotting (ou "Western blotting") foi realizado como descrito anteriormente
(TOWBIN et al.,, 1979). A transferéncia foi realizada a 25 V por 1 hora em
equipamento semi-dry (Biorad trans-blot). Foram utilizados anticorpos policlonais
para COX-2 na diluicdo de 1:500 (incubagao por 3 horas). O anticorpo secundario
conjugado com HRP (Horseradish peroxidase) foi diluido 1:10.000. A detecc¢ao foi
realizada pela adicdo do substrato quimiluminescente. As imagens foram analisadas

por densitometria pelo programa Image J.
3.3.9 Lipdlise

Aproximadamente 100 mg do tecido adiposo epididimal foi cortado em pequenos
fragmentos e incubados por 1 h em tampéao Krebs-Ringer a 37 C. Os tecidos foram

incubados na presencga ou auséncia de adrenalina (10 yg/mL). Apds, os fragmentos
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foram removidos e a concentragao de glicerol foi determinada por ensaio enzimatico

colorimétrico. Os dados foram expressos como % do controle.
3.3.10 Didametro médio dos adipdcitos

Aproximadamente 2 g do tecido adiposo epididimal foi cortado em pequenos
pedacos e digerido por 30 min a 37 C em meio DMEM contendo colagenase
(1mg/mL) e BSA (4%). Ap0s filtragdo do tecido digerido em filtro de nylon (100 pm),
o filtrado foi centrifugado a 400 g por 1 min. As fragbes das células estromais
vasculares e de adipécitos foram obtidas através do “pellet” e do sobrenadante,
respectivamente. A fragdo dos adipdcitos foi analizada utilizando-se uma lente

graduada. Foram mensurados o diametro de 100 células para cada grupo
3.3.11 Isolamento e marcacgao das células estromais vasculares do tecido adiposo

Apds seguir o procedimento descrito acima, a fragdo das células estromais
vasculares foram incubadas em solugao hemolitica, a 37°C por 30 min. O restante
das células foi marcado com os anticorpos anti-CD4, anti-CD8 e anti-mac
(aproximadamente 40 yL — 2,5 x 10° células) . As células positivas para cada
anticorpo foram quantificados por citometria de fluxo utilizando-se o aparelho
FACSCalibur (BD Biosciences).

3.3.12 Microscopia Optica

O tecido adiposo foi isolado e fixado por imersdao em solugdo ALFAC (alcool 80°
foramldeido 40% &acido acético glacial na proporg¢ao 85:10:5) por 8 horas. O material
passou pelos processos de desidratacao, diafanizagao e inclusdo. A microtomia foi
feita em cortes de 5um de espessura. A coloragdao foi hematoxilina/eosina. As

laminas foram analisadas em microscépio de luz nos aumentos de 100x e 400x.
3.4 Analise estatistica

Os dados foram expressos como média £ erro padrao da média (EPM). Foi utilizado
o teste de normalidade D’Agostinho Pearson para a verificagdo da distribuicao
normal. A analise de variancia de uma via (one way-ANOVA) seguida de pos-teste

de Tukey foi utilizada para avaliar os grupos controle e obeso em relagédo as
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diferentes suplementacdes. Para comparagdo de situagées onde existiam grupos
estimulados e nao estimulados ou controle e obeso, foi empregado o teste “t” de
student para confirmagédo da eficacia do estimulo ou do modelo de obesidade. O
valor de P<0,05 foi adotado como nivel de significancia. As analises estatisticas e a
confecgdo dos graficos foram realizadas em software graphpad prism v.5.01
(Graphpad Inc.; La Jolla, USA).
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De acordo como o indice Lee, o grupo obeso apresentou maior grau de

obesidade quando comparado ao dos animais controle, mesmo apresentando menor

peso corporeo (tabela 1). Ainda nesta tabela, € possivel observar que estes animais

consomem a mesma quantidade de ragdo que os animais controle, ou seja, sé&o

normofagicos. Em contraposi¢éo, apresentam quantidade de tecido adiposo visceral

(epididimal e retroperitoneal), aproximadamente, 2,5 vezes maior que o do grupo

Controle (tabela 1). As suplementagdes com 6leo de peixe e gordura de coco nao

apresentaram diferengas significativas em relacdo aos parametros indice de Lee,

peso corpdéreo e consumo de ragao.

Consumo TA TA
Grupo indice Lee Peso (g) de ragéo epididimal | retroperitoneal
(9/100g) (9/100g) (9/100g)
314,004£2,89 | 367,50+7,50 | 7,27+0,11 | 0,85%0,06 0,96+0,10
c (n=16) (n=22) (n=39) (n=17) (n=18)
314,7+2,44 | 371,70+6,70 | 7,03x0,11 | 1,00+0,05 1,10+0,07
oF (n=17) (n=23) (n=39) (n=17) (n=19)
313,00+£2,17 | 375,0046,31 | 7,18+0,15 | 0,89+0,06 1,02+0,09
e (n=17) (n=24) (n=39) (n=17) (n=20)
Ob 326,60+4,19* | 311,0048,14* | 7,16+0,19 | 2,06+0,15* 2,45+0,12*
(n=16) (n=23) (n=39) (n=18) (n=18)
ObOP 332,00+£3,87 | 310,00£10,19 | 6,73+0,16 | 2,02+0,12 2,50£0,13
(n=16) (n=26) (n=39) (n=20) (n=21)
ObGC 325,404+2,74 | 312,90+7,10 | 6,96+0,18 | 2,13+0,13 2,70+0,14
(n=17) (n=25) (n=38) (n=20) (n=20)

TABELA 1 — Parametros dos animais com 120 dias (Teste “t” student).
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B. Kitt 120 dias
A. Kitt 90 dias o . .
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Figura 12: A. Kitt dos animais com 90 dias; B. Kitt dos animais com 120 dias. * quando comparado
com o grupo C (teste “t” student); # quando comparado com o grupo Ob (One way ANOVA com pos-

teste de Tukey).
Os animais obesos com 90 dias foram considerados resistentes a insulina por

apresentarem menor taxa de decaimento da glicose no teste de tolerancia a insulina
(p<0,05 C vs. Ob) (Figura 12A). Apdés o periodo de suplementagcdo, podemos
observar que apenas o grupo ObOP apresentou sensibilidade a insulina semelhante

a dos animais controle (p>0,05 C vs. Ob) (figura 12B).
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Figura 13: A. Peso do tecido adiposo epididima dos grupos C (n=17), OP (n=17), GC (n=20), Ob
(n=18), ObOP (n=20), ObGC (n=20); B. Peso do tecido adiposo retroperitoneal dos grupos C (n=18),
OP (n=19), GC (n=20), Ob (n=18), ObOP (n=21), ObGC (n=20). * quando comparado com o grupo C
(teste “t” student).

Nas figuras 13A e 13B estdo apresentados os dados referentes ao peso do
tecido adiposo epididimal (A) e retroperitoneal (B). Devido a obesidade, houve
elevacao de, aproximadamente, 2,5 vezes de massa epididimal (A) e retro peritoneal
(B), quando comparada a dos animais controle (p<0,05 Ob vs. C). A suplementagao

com gordura de coco ou Oleo de peixe ndao modifica a massa adiposa (p>0,05),

sendo similar a do grupo nao suplementado.
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Figura 14: A. Glicemia dos grupos C (n=17), OP (n=20), GC (n=20), Ob (n=17), ObOP (n=20), ObGC
(n=20); B. HDL dos grupos C (n=14), OP (n=17), GC (n=18), Ob (n=17), ObOP (n=20), ObGC (n=20);
C. Colesterolemia dos grupos C (n=15), OP (n=18), GC (n=18), Ob (n=11), ObOP (n=16), ObGC
(n=20); D. Triacilglicerolemia dos grupos C (n=12), OP (n=17), GC (n=11), Ob (n=11), ObOP (n=13),
ObGC (n=17). * quando comparado com o grupo C (teste “t” student e One way ANOVA com poés-
teste de Tukey); # quando comparado com o grupo Ob (One way ANOVA com pos-teste de Tukey).

Em relagcdo ao perfil bioquimico plasmatico, ndo houve alteragdo entre os
grupos, na glicemia e na concentragao de colesterol-HDL (Figuras 14A e 14B). A
concentracdo de colesterol circulante estava elevada nos animais obesos sem
suplementagao (p<0,05; Ob vs. C). A suplementagdo com 6leo de peixe no grupo
obeso (ObOP) promoveu reducdo (30%) da colesterolemia (p<005; ObOP vs. Ob),
apresentando valores similares aos dos grupos nao obesos (Figura 14C). A
suplementagao com gordura de coco nao promoveu este efeito sendo similar a do
Ob (p>0,05). A triacilglicerolemia no grupo ndo obeso e suplementado com éleo de
peixe (OP) estava significativamente menor quando comparada a do grupo controle
(p<0,05; OP vs. C) (Figura 14D). A gordura de coco nao tem a habilidade de reduzir
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a triacilglicerolemia (p>0,05; GC vs. C). A obesidade elevou a concentracdo de
triacilglicerol em, aproximadamente, 2 vezes (p<0,05; Ob vs. C). Os animais obesos
suplementados com Oleo de peixe (ObOP) tiveram reducdo de 34% na
triacilglicerolemia quando comparados aos obesos (p<0,05; ObOP vs. Ob), atingindo
valor préximo ao do grupo nao obeso (p>0,05; ObOP vs. C), mas ainda
significativamente maior que a do grupo nao obeso e suplementado com o6leo de
peixe (p<0,05; ObOP vs. OP).
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Lactato Musculo Séleo
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Figura 15: Producao de lactato pelo musculo incubado dos grupos C (n=31), OP (n=32), GC (n=32),
C+l (n=31), OP+I (n=32), GC+l (n=32) Ob (n=26), ObOP (n=37), ObGC (n=36), Ob+l (n=25), ObOP+I
(n=35), ObGC+Il (n=44). * quando comparado com seu respectivo grupo controle (One way ANOVA
com pos-teste de Tukey); # quando comparado com seu respectivo grupo sem estimulo (teste “t”
student).

Nos animais ndao obesos e suplementados com 6leo de peixe a producao de
lactato, a partir de glicose, pelo musculo esquelético (ME) incubado na auséncia de
estimulo (OP) foi 15% maior que a do grupo controle (p<0,05 vs. C). A
suplementagdo com gordura de coco ndo modificou a producéo de lactato pelo ME
(GC) quando comparada a do controle (p>0,05). A indugéo de obesidade n&o alterou
a produgado de lactato nos grupos sem (Ob) e com suplementagdo (OP e GC)
quando comparado aos seus respectivos controles (p>0,05) (figura 15).

O estimulo com insulina elevou a produgao de lactato pelo ME do grupo
controle (C+l) em 14% e em 10% no grupo suplementado com 6leo de peixe (OP+l)
quando comparado a auséncia de estimulo. Ndo houve alteragcdo no grupo
suplementado com gordura de coco (GC+l). Interessantemente, somente no grupo
obeso suplementado com 6leo de peixe e estimulado com insulina (ObOP+l) houve
resposta significativa do ME, que foi na ordem de 10% quando comparado ao seu
respectivo grupo controle (p<0,05; ObOP+| vs. ObOP). Auséncia de suplementagao

(Ob+l) e com gordura de coco (ObGC+l) quando estimulados com insulina nao
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modificaram a produg¢ao de lactato quando comparados aos seus respectivos grupos
controle (p>0,05 vs. Ob e ObGC) (figura 15).
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ME Sintese Glicogénio
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Figura 16: Sintese de glicogénio no musculo séleo incubado dos grupos C (n=31), OP (n=32), GC
(n=32), C+l (n=31), OP+l (n=32), GC+| (n=32) Ob (n=26), ObOP (n=37), ObGC (n=36), Ob+| (n=25),
ObOP+I (n=35), ObGC+I (n=44). * quando comparado com seu respectivo grupo controle (One way
ANOVA com pos-teste de Tukey); # quando comparado com seu respectivo grupo sem estimulo
(teste “t” student).

A suplementagdo com 6leo de peixe aos ratos ndo obesos (OP) elevou a
sintese de glicogénio em 50% na condigdo sem estimulo (p<0,05; OP vs. C).
Suplementagdo com gordura de coco também incrementou a sintese de glicogénio,
mas nao foi diferente a do controle (p>0,05). No grupo obeso sem suplementagao
(Ob), a sintese de glicogénio nao foi diferente da do controle (p<0,05). No grupo
obeso e suplementado com 6leo de peixe (ObOP), a sintese de glicogénio foi 40%
maior que a do grupo Ob sem suplementagao (p<0,05; ObOP vs. Ob). A presenga
de insulina incrementou a sintese de glicogénio no grupo controle em 66% (C+l). No
grupo suplementado com 6leo de peixe (OP+l), como em situagcédo basal a sintese
de glicogénio ja estava elevada, a presencga de insulina ndo causou efeito adicional
quando comparado a situagado basal (p>0,05). No grupo gordura de coco com
insulina (GC+l) a sintese foi similar a condigdo basal (p>0,05). No grupo obeso nao
suplementado e estimulado com insulina (Ob+l) a sintese de glicogénio aumentou
em 38% quando comparada a condigao basal (p<0,05). No grupo suplementado com
oleo de peixe e gordura de coco, esta elevou-se em 36% e 45%, respectivamente,

quando comparada a auséncia de estimulo (p<0,05) (figura 16).
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Figura 17: Descarboxilagdo do musculo séleo incubado dos grupos C (n=21), OP (n=25), GC (n=21),
C+l (n=22), OP+I (n=18), GC+l (n=21) Ob (n=16), ObOP (n=32), ObGC (n=19), Ob+l (n=19), ObOP+I
(n=31), ObGC+l (n=31). * quando comparado com seu respectivo grupo controle (One way ANOVA
com pos-teste de Tukey); # quando comparado com seu respectivo grupo sem estimulo (teste “t”
student).

% do controle

A descarboxilagdo de glicose pelo ME dos grupos estudados esta na figura
17. A suplementagcdo com oleo de peixe elevou a descarboxilacdo da glicose em
situagao basal em 42% quando comparada a do grupo controle (p<0,05). A gordura
de coco ndo causou nenhum efeito (p>0,05) assim como a condigdo de obesidade
nos animais sem ou com suplementacdo (p>0,05). A presenca de insulina
incrementou em 32% a descarboxilagcéo da glicose pelo ME dos animais n&o obesos
e sem suplementagcdo (C+l) quando comparada a situacdo basal (p<0,05). A
suplementagcdo com 6leo de peixe elevou a descarboxilagdo da glicose pelo ME na
presenga de insulina em 31% (p<0,05) e a suplementagdo com gordura de coco nao
causou nenhum efeito (p<0,05). Nos animais obesos sem suplementacdo, a
presenca de insulina (Ob+l) elevou a descarboxilagdo em 45% pelo ME quando
comparada a situagao basal (p<0,05; Ob+| vs. Ob). A suplementacdo com dleo de
peixe na presenga de insulina também causou elevagdo adicional da
descarboxilagdo da glicose em 71% quando comparada ao seu respectivo grupo
controle (p<0,05; ObOP+l vs. ObOP) e elevou em 52% quando comparada a
situacao nao obesa estimulado pela insulina (p<0,05; ObOP+| vs. OP+l) (figura 17).
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Figura 18: Producado de lactato pelo tecido adiposo epididimal incubado dos grupos C (n=29), OP
(n=30), GC (n=34), C+l (n=32), OP+I (n=36), GC+I (n=43) Ob (n=33), ObOP (n=34), ObGC (n=31),
Ob+l (n=34), ObOP+l (n=35), ObGC+l (n=44). * quando comparado com seu respectivo grupo
controle (One way ANOVA com pos-teste de Tukey); # quando comparado com seu respectivo grupo
sem estimulo (teste “t” student).

A producéo de lactato a partir da glicose pelo TA epididimal esta apresentado
na figura 18. Na situagao basal, a suplementagdo com 6leo de peixe (OP) elevou a
producdo de lactato em 22% quando comparada a do grupo nado suplementado
(p<0,05 vs. C). A suplementagdo com gordura de coco apresentou tendéncia em
elevar a producgao de lactato, mas nao foi diferente significativamente (p>0,05 vs. C).
Nos grupos obesos, sem e com suplementagédo, em condigao basal, a produgao de
lactato ndo foi diferente da dos grupos controles (p>0,05). O estimulo com insulina
incrementou, no grupo controle (C+l) a producéo de lactato em 35% e no grupo oleo
de peixe (OP+l) em 16% (p<0,05 vs. sem estimulo). Nao houve alteragédo no grupo
com gordura de coco (p>0,05 vs. GC). No grupo obeso sem suplementacéo o
estimulo com insulina (Ob+l) elevou a produgdo em 14% (p<0,05 vs. Ob). A
suplementagdo com oleo de peixe (ObOP+l) e gordura de coco (ObGC+l)
aumentaram a produgéao de lactato em 23% e 17% quando comparada a dos grupos
ObOP e ObGC, respectivamente (p<0,05).
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Figura 19: Didmetro médio dos adipécitos dos grupos C (n=255), OP (n=255), GC (n=255), Ob
(n=200), ObOP (n=200), ObGC (n=200). * quando comparado com o grupo C (teste “t” student e One
way ANOVA com poés-teste de Tukey); # quando comparado com o grupo Ob (One way ANOVA com
pos-teste de Tukey).

A inducgao de obesidade (Ob) promoveu aumento de 1,4 vezes no didametro do
adipécito quando comparado ao do controle (p<0,05). Por outro lado a
suplementagcdo com o6leo de peixe no grupo n&o obeso reduziu em 15% o didametro
do adipécito quando comparado ao C (p<0,05). No grupo obeso suplementado com
Oleo de peixe (ObOP) o didmetro dos adipdcitos foi 11% menor quando comparado
ao grupo obeso sem suplementagcdo (Ob) (p<0,05). O didmetro do adipécito no
grupo néo suplementado (C) e obeso (Ob) ndo foram diferentes quando comparados
aos respectivos grupos suplementado com gordura de coco (GC) e obeso
suplementado com gordura de coco (ObGC) (C e Ob vs. GC e ObGC; p>0,05)
(Figura 19).
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Figura 20: Lipdlise do tecido adiposo epididimal incubado dos grupos C (n=9), OP (n=11), GC (n=14),
C+A (n=9), OP+A (n=9), GC+A (n=14) Ob (n=16), ObOP (n=14), ObGC (n=16). # quando comparado
com o grupo seu respectivo grupo sem estimulo (teste “t” student); * quando comparado com o grupo
C + A (One way ANOVA com pos-teste de Tukey).

Na situagdo sem estimulo, no grupo controle (C) ndo suplementado e
suplementado com gordura de coco ou Oleo de peixe ndo houve alteragcao na
lipdlise (p>0,05). A adicdo de noradrenalina incrementou em 41% a lipdlise no
grupo controle (p<0,05). Por outro lado, nos grupos suplementados com 6leo
de peixe (OP+A) ou gordura de coco (GC+A) nao houve alteragao da lipolise
quando comparada a situacdo sem estimulo (p>0,05). Nos grupos obesos
sem suplementagdo (Ob), suplementado com o6leo de peixe (ObOP) ou
gordura de coco (ObGC) a lipdlise nado foi diferente da dos seus respectivos
controles (p>0,05 vs. C, OP e GC). Interessantemente, a adicdo de
noradrenalina promoveu reducéo na lipdlise em 25% no grupo obeso (Ob+A)
e 36% no grupo obeso suplementado com gordura de coco (ObGC+A) ambos
significativamente diferentes quando comparados a dos grupos Ob e ObGC
(p<0,05). Nao houve alteragcdo no grupo obeso suplementado com o6leo de
peixe estimulado com noradrenalina quando comparado ao grupo nao
estimulado (p>0,05 ObOP) (figura 20).
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Figura 21: Concentragdo de insulina plasmatica em jejum incubado dos grupos C (n=6), OP (n=6),

GC (n=6), Ob (n=10), ObOP (n=8), ObGC (n=8). * quando comparado com o grupo Ob (teste V"
student).

Os animais do grupo obeso (Ob) apresentaram concentragao plasmatica de
insulina 59% acima do valor encontrado no grupo controle (C) (p<0,05). Embora
exista uma tendéncia de aumento nos grupos suplementados com odleo de peixe
(OP) e com gordura de coco (GC) quando comparado ao grupo C, ndo houve
diferenga significativa entre os grupos (C vs. OP e GC; p>0,05). O grupo obeso
suplementado com 6leo de peixe (ObOP) apresentou tendéncia em reduzir a
concentragdo plasmatica de insulina, mas nao houve diferenga significativa entre os
grupos (Ob vs. ObOP; p>0,05). A concentragéo entre os grupos suplementados com
gordura de coco (GC e ObGC) nao foi diferente (p>0,05).
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a

A. Controle
Figura 22: Microscopia o6ptica do tecido adiposo epididimal (aumento de 100x). A. Controle; B.
Obeso.

Através da microscopia oOptica (Figura 22), pode-se observar maior infiltrado
celular no tecido adiposo dos animais obesos quando comparados ao dos animais

controle.

A. Controle B. Obeso
Figura 23: Microscopia optica do tecido adiposo epididimal (aumento de 400x). A. Controle; B.
Obeso.

Em aumento de 400x pode-se observar a presenga de varios macréfagos
(setas) localizados na periferia dos adipécitos do tecido adiposo dos animais obesos.
Interessantemente, no grupo controle ndo foi verificada a presenca destas células
(Figura 23).
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Figura 24: Porcentagem de células CD4" incubado dos grupos C (n=6), OP (n=6), GC (n=6), Ob
(n=4), ObOP (n=4), ObGC (n=4). * quando comparado com os respectivos grupos nao obesos (teste
“t” student).

A populacéo de linfocitos CD4" nos grupos obesos sem suplementacéo (Ob)
elevou-se em 2,6 vezes, suplementado com dOleo de peixe em 4 vezes e com
gordura de coco em 3,9 vezes, quando comparados aos seus respectivos controles
(p<0,05 vs. C, OP e GC, respectivamente). Nos animais ndo obesos, suplementados
ou ndo (C, OP e GC) nao houve alteracéo na populagdo CD4" quando comparado os

grupos entre si (p>0,05) (Figura 24).



46

cDs*
25+
g T
Z 201
3 T
Q15 * T
3 T T
% 10-
g #
% 5 1
<
O 1 1 1 1 1 1
(@] Q O Qo) Q O
(@) ) @) O ©)
O‘Q O‘Q

Figura 25: Porcentagem de células CD8" dos grupos C (n=4), OP (n=6), GC (n=6), Ob (n=6), ObOP
(n=8), ObGC (n=8). * quando comparado com o grupo C (One way ANOVA com pés-teste de Tukey);
# quando comparado com o grupo Ob (One way ANOVA com poés-teste de Tukey).

A populagéo de linfocitos CD8" estava reduzida em 50% no grupo n&o obeso
suplementado com dleo de peixe (p<0,05 vs. C). A suplementacdo com gordura de
coco apresentou tendéncia em reduzir a % de células positivas para CD8", mas esta
nao foi significativa da do controle (p<0,05). No grupo obeso nao suplementado
(Ob), a populagéo de células linfocitarias CD8" foi similar & do grupo C (p>0,05). A
suplementagdo com 6leo de peixe no grupo obeso (ObOP) promoveu redugdo ainda
maior que a observada no seu contraparte (p<0,05 vs. OP), sendo 2,7 vezes menor
quando comparada a do grupo Ob (p<0,05). N&o houve alteragdo da % de CD8" no
grupo obeso suplementado com gordura de coco (ObGC) quando compardo a do Ob
(Figura 25).
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Figura 26: Porcentagem de células Mac+ dos grupos C (n=10), OP (n=12), GC (n=14), Ob (n=10),
ObOP (n=12), ObGC (n=12). * quando comparado com o grupo C (teste “t" student). # quando
comparado com o grupo Ob (One way ANOVA com pos-teste de Tukey).

A populacado de macréfagos no TA epididimal nos grupos nao obesos (C, OP
e GC) nado se alterou em razdo das diferentes suplementagdes (p>0,05). A indugéo
do estado de obesidade (Ob) elevou a populagcado de macrofagos em 44% (p<0,05) e
a suplementacdo com oleo de peixe (ObOP) fez com que a quantidade de
macrofagos do TA epididimal retornasse aos valores do controle (C e OP; p<0,05).
Em contrapartida, a suplementagdo com gordura de coco nos animais obesos nao
teve efeito, permanecendo similar a do grupo obeso ndo suplementado (p>0,05).
(Figura 24).
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Figura 27: Expressdo de COX-2 em tecido adiposo epididimal dos grupos C (n=4), OP (n=4), GC
(n=4), Ob (n=4), ObOP (n=4), ObGC (n=4).

Os dados da figura 27 demonstram que a expressao protéica da enzima

COX-2 néao foi modificada pelas suplementag¢des ou estado de obesidade (p>0,05).
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5 DISCUSSAO

Os animais obesos apresentaram maior indice de Lee, aumento de depdsito
de gordura e da resisténcia a insulina e glicemia normal (Tabela 1). Estes resultados
confirmam a obesidade induzida por glutamato monossodico e corroboram os dados
de estudos anteriores (MACHO et al., 2000; GRASSIOLLI et al., 2007). Estas varias
alteracbes metabdlicas sao, principalmente, provenientes de lesdes no hipotalamo,
mais especificamente do nucleo arqueado (DE ANDRADE et al., 2006). As
consequéncias destas lesdes resultam em alteragdes na sinalizagao da insulina e da
leptina além de reduzir a liberagdo do hormodnio liberador de hormdnio de
crescimento (GHRH). Esta redugao na liberacdo do GHRH esta associada a redugéo
do tamanho corporal (TAMURA et al.,, 2002), o que explica o fato dos animais
obesos apresentarem o peso corpéreo menor que o dos animais controle (Tabela 1).
Estes animais também apresentam redugdo da atividade simpatica (PARK et al.,
2007) e da atividade da HSL (Lipase horménio sensivel), enzima responsavel pela
hidrolise dos triacilglicerdis armazenados nos adipocitos (DOLNIKOFF et al., 2001),
que pode explicar o aumento do tecido adiposo epididimal e retroperitoneal dos
animais obesos (Figura 13). A redugdo na sensibilidade a insulina de individuos
obesos resulta em aumento da secrec¢ao de insulina pelas células - pancreaticas
(KAHN et al., 2006). O estado de resisténcia a insulina também é constatado pela
hiperinsulinemia presente nos animais obesos (Figura 20), dado este que corrobora
estudos anteriores (HIRATA et al., 1997; GRASSIOLLI et al., 2007).

Estudo utilizando dieta isocalérica hiperlipidica (59% de gordura) contendo
8% de Oleo de peixe demonstrou ser capaz de melhorar a sensibilidade a insulina no
figado ao empregar, como metodologia, o “clamp” hiperinsulinémico-euglicémico
(NESCHEN et al., 2007). Este mesmo estudo também demonstrou que a dieta
contendo AGs w-3 foi capaz de aumentar as concentracdes plasmaticas de
adiponectina. Andersen et al. (2008) obtiveram como resultados redugao da glicemia
plasmatica e das concentragdes de insulina e melhora da sensibilidade a insulina,
constatado pelo teste HOMA, apds suplementacgéo de 0,5 g/kg de EPA ou DHA por
8 semanas (ANDERSEN et al.,, 2008). Em humanos, também foi demonstrado

melhora da resisténcia a insulina apds 8 semanas de suplementacao de individuos
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obesos que consumiram 6 capsulas (500 mg) de 6leo de peixe por dia ou individuos
que consumiram 150 g de salmao pelo menos 3 vezes por semana (RAMEL et al.,
2008). Este mesmo estudo constatou que os efeitos obtidos foram independentes
das alteracbes no peso corporeo, concentragdo de triacilglicerol plasmatico,
presenca de EPA/DHA na membrana e da concentracdo de adiponectina. Através
do teste de tolerancia a insulina (Kitt), nosso estudo demonstrou a capacidade do
oleo de peixe em manter a sensibilidade a insulina “in vivo” similar @ dos animais n&o
obesos apds suplementacao por 4 semanas na dose de 1g/Kg/dia (Figura 12B). Este
teste € baseado na mensuragao da glicemia nos tempos 0, 4, 8, 12 e 16 min apos
injecao endovenosa de insulina. Neste periodo de tempo utilizado para verificar a
acao da insulina sobre a glicemia n&o ha a agdo de hormdnios contra-regulatorios
como glucagon, catecolaminas, horménio de crescimento e cortisol (DUSEJA et al.,
2007). Em contraposigao, Gillam e colaboradores (2009) n&do encontraram nenhum
efeito do 6leo de peixe adicionado em 10% a dieta em ratos obesos fa/fa por 9
semanas em relacdo a resisténcia a insulina, fungdo pancreatica, metabolismo da
glicose e de lipideos (GILLAM et al., 2009). A dislipidemia, caracterizada por
aumento das concentragdes plasmaticas de ftriacilgliceréis e colesterdis totais e
reducdo da concentragdo de HDL, ocorre comumente em individuos obesos e
diabéticos e é considerada importante fator de risco para o desenvolvimento de
aterosclerose (MOORADIAN, 2009). Lipoproteinas ricas em triacilgliceréis também
apresentam papel importante no desenvolvimento do processo inflamatério via
ativacdao do NFkB (LIBBY, 2007). Um dos efeitos mais freqlientemente descritos na
literatura em relacédo aos AGs w-3 € sua capacidade em reduzir as concentracdes
plasmaticas de triacilglicerois. Qi et al. mostraram que animais alimentados com
dieta hiperlipidica rica em w-3 (18% de gordura) por 4 meses apresentam a
atividade da LPL (Lipase de lipoproteinas) aumentada, o que explica a redugao das
concentragdes plasmaticas de triacilglicerois (Ql et al., 2008). Mais especificamente,
a atividade da LPL encontra-se aumentada no tecido muscular, local onde o TAG
estaria mais envolvido no processo de oxidacdo do que armazenamento (TAl;
DING). Outro estudo recente que utilizou dieta isocaldrica rica em acidos graxos
poliinsaturados w-3 (5% e 10%) durante 3 semanas no modelo animal obeso (cp/cp)

da linhagem JCR-LA-cp obteve como resultados a redugcdo da concentragéo
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plasmatica de triacilglicerdis, colesterdis totais, do marcador inflamatério LBP
(Proteina ligante de lipopolissacarideo) e da leptina (HASSANALI et al., 2009). Em
humanos também foi encontrada redu¢do da concentragdo de triacilglicerois e da
secrecgao de lipoproteinas ricas em triacilgliceréis (VLDL e LDL) (MICALLEF; GARG,
2009). Alguns estudos encontraram correlagdo positiva entre a concentragéo
plasmatica de triacilgliceréis e a incidéncia de doengas cardiovasculares (ROCHE;
GIBNEY, 2000). Nossos dados corroboram os estudos anteriores ao demonstrar a
reducado da triacilglicerolemia apds suplementagdo com o6leo de peixe (Figura 14D).
A reducdo na concentragao plasmatica do colesterol total nos animais obesos
suplementados com 6leo de peixe (Figura 14C) também € importante resultado do
nosso estudo, uma vez que a hipercolesterolemia esta envolvida no aumento da
expressao de moléculas de adesao e, consequentemente, aumento da adesao de
mondcitos no endotélio vascular, os quais atuam no processo aterogénico
(STEINBERG, 2002). Interessantemente, nosso estudo é pioneiro ao demonstrar os
efeitos da suplementacdo com odleo de peixe utilizando uma dose mais baixa e por
um periodo relativamente mais curto quando comparado a outros trabalhos
publicados até o momento.

D’Alessandro et al. demonstraram que animais normais alimentados com dieta
contendo 7% de acidos graxos w-3 aumentam a sensibilidade a insulina em musculo
esquelético, havendo preponderancia da via glicolitica sobre a sintese de glicogénio
e via oxidativa (D'ALESSANDRO et al., 2002). A diferenga encontrada entre nossos
dados e este estudo (Figuras 15, 16 e 17) pode ser explicada por diferengas nos
parametros analisados e tipos de tecidos estudados. D’Alessandro et al. utilizaram o
musculo gastrocnémio como foco de estudo e mensuraram as atividades da
glicogénio sintase e da piruvato desidrogenase envolvidas no metabolismo da
glicose do musculo. Nosso estudo utilizou o musculo séleo, mensurando a via de
sintese de glicogénio e via oxidativa através da glicose radiomarcada no tecido
incubado. Em contraste com o efeito deletério dos acidos graxos saturados sobre a
sensibilidade a insulina no musculo esquelético, os acidos graxos w-3 sao capazes
de manter a atividade do IR, IRS-1, PI-3K, assim como o conteldo total de GLUT-4
(TAQUIS et al., 2002).
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Em relagdo ao metabolismo de glicose do tecido adiposo, Luo et al. observaram
que o tecido adiposo incubado de ratos alimentados com dieta rica em AG w-3
(30%), durante 6 semanas, apresentou aumento na captagdo, oxidagdo e
incorporagdo da glicose em lipidios quando estimulado com insulina (LUO et al.,
1996). A analise da composi¢cdo de acidos graxos da membrana plasmatica dos
adipocitos realizada neste estudo sugere uma correlagao positiva entre o indice de
insaturacao e o estimulo da insulina sobre 0 metabolismo de glicose. A incorporagao
de DHA e EPA nos fosfolipideos foi encontrada em menores propor¢cdes que as
encontradas na dieta. Este dado sugere que os acidos graxos provenientes da dieta
contendo 6leo de peixe podem estar, preferencialmente, sendo oxidados ao invés de
armazenados (LUO et al., 1996). Nossos dados corroboram este estudo ao
demonstrar aumento do metabolismo de glicose via producéo de lactato pelo tecido
adiposo incubado de animais suplementados com 6leo de peixe (Figura 18).

O aumento do didmetro dos adipécitos € freqientemente encontrado em
individuos obesos, pré-diabéticos e diabéticos tipo 2 e vem sendo relacionado ao
estado de resisténcia a insulina (GOOSSENS, 2008). Os resultados de Huber et al.
(2007) demonstraram, em ratos diabéticos (db/db), que uma dieta hiperlipidica rica
em acidos graxos w-3 (40%) administrada durante 6 semanas € capaz de reduzir a
hipertrofia dos adipocitos (HUBER et al., 2007). Nossos dados corroboram este
estudo ao demonstrarmos menor didametro médio dos adipécitos dos animais obesos
suplementados com 6leo de peixe (Figura 19). Em contraposi¢ao, Saraswathi et al.
(2007) verificaram que o O6leo de peixe suplementado em 6% na dieta de
camundongos deficientes para o receptor de LDL por 12 semanas induziu a
hipertrofia dos adipdcitos. No entanto, este mesmo estudo demonstrou capacidade
do 6leo de peixe em aumentar a concentragao plasmatica de adiponectina e reduzir
a expressao de marcadores inflamatérios como MAC-1 e TNF-a (SARASWATHI et
al., 2007). O acido araquiddnico (w-6) favorece a produgéo de prostaciclina que por
sua vez, aumenta a producdo de AMPc, e resulta em ativagdo da PKA (Proteina
Kinase A), proteina esta envolvida no processo de adipogénese. Interessantemente,
os acidos graxos EPA e DHA nao favorecem a elevagdo de AMPc e,

consequentemente, inibem a adipogénese (AILHAUD et al., 2006).
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Os adipdcitos sao responsaveis pelo fornecimento de substrato energético
através da lipdlise, para outros tecidos, principalmente, durante jejum e exercicio.
Deste modo, alteragbes no funcionamento destas células podem resultar em
alteracbes metabdlicas. A reducao da taxa lipolitica pode contribuir para o aumento
do acumulo de triacilglicerol e, consequentemente, para o desenvolvimento de
obesidade (JAWORSKI et al., 2007). Nossos resultados (Figura 20) corroboram o
estudo de Ribeiro et al. o qual demonstrou reducdo da taxa de lipdlise frente ao
estimulo com noradrenalina em animais obesos induzidos por GMS (RIBEIRO et al.,
1997). Este modelo de obesidade apresenta fungao das glandulas adrenais alterada
com reducgao na sintese e liberacdo de catecolaminas (MARTINS et al., 2004). Esta
condigdo resulta em aumento do recrutamento de receptores a, adrenérgicos, os
quais inibem a lipdlise via proteinas Gi (proteina G inibitdéria) e, consequente,
diminuicdo da concentragdo de AMPc (CURI, 2002). Evidéncias apontam para uma
correlagao entre aumento na expressao de receptores adrenérgicos a, e/ou redugao
de B3 e o estado de obesidade (LLADO et al., 2002). Interessantemente, a lipdlise de
animais obesos suplementados com 6leo de peixe ndo apresentaram o mesmo
efeito inibitério da noradrenalina encontrado nos animais obesos sem
suplementagao e com gordura de coco (Figura 20).

A concentracéo de insulina plasmatica ndo apresentou diferenga nos grupos
suplementados, sugerindo que os efeitos do 6éleo de peixe encontrados sobre o
metabolismo do musculo e tecido adiposo ndo sao decorrentes de alteragdes na
liberagao da insulina (Figura 20). Lombardo et al. (2007) também verificaram que as
concentragbes plasmaticas de insulina ndo se alteraram em animais resistentes a
insulina alimentados com déleo de peixe (7%) durante 2 meses (LOMBARDO et al.,
2007). No entanto, Pérez-Matute et al. (2007) demonstraram que a suplementagao
oral (1g/Kg/dia) de acido eicosapentaendico (EPA) por 5 semanas reduziu a
concentragéo plasmatica de insulina em animais alimentados com dieta hiperlipidica
(PEREZ-MATUTE et al., 2007).

Além dos adipdcitos, o tecido adiposo € composto por células estromais e
vasculares, incluindo fibroblastos, células endoteliais e células inflamatdrias.
Podemos observar, por microscopia optica, a maior infiltragcdo de células no tecido

adiposo epididimal dos animais obesos (Figura 21). Recentemente o aumento de
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macrofagos infiltrados no tecido adiposo de individuos obesos, em modelos animais
e humanos, foi uma importante descoberta para o melhor entendimento entre
obesidade e inflamagdao (WELLEN; HOTAMISLIGIL, 2003; XU et al., 2003). A
hipertrofia dos adipdcitos desencadeia uma série de alteragdes no tecido adiposo
que resultam na infiltragdo de macrofagos e, consequentemente, secregcao de
citocinas pro-inflamatérias como TNF-a e IL-6 (WELLEN; HOTAMISLIGIL, 2003).
Recentemente, o papel dos linfécitos neste tecido, bem como sua relagdo com
condigdes patolodgicas, comega a ser esclarecida. Alguns estudos demonstraram a
participacdo do sistema imunitario adaptativo na regulagdo da obesidade,
distribuicdo de gordura e resisténcia a insulina que até o momento eram
desconhecidos. As células T CD4" podem ser subdivididas em células pro-
inflamatorias (TH4), anti-inflamatorias (TH2) e reguladoras (Foxp3®). Winer et al.
(2009) encontraram em modelo animal obeso induzido por dieta e em humanos que
a razdo de células T CD4" THy:TH, e THq:Foxp3® encontra-se aumentada nos
individuos obesos (WINER et al., 2009). As células TH4 ativam macrofagos pro-
inflamatodrios, via INF-y, os quais liberam IL-1, IL-6 e TNF-a. Em contraposic¢ao, as
células TH,, secretoras de IL-4 e IL-13, assim como as células T reguladoras,
modificam a fungcdo dos macréfagos e os diferenciam em uma populagdo de
macrofagos anti-inflamatorios, secretores de IL-10, e conhecidos como M2 ou
macrofagos “ativados por modo alternativo”. Estes macréfagos, caracterizados pela
abundante expressao na membrana de receptores de manose e por alta atividade
enzima intracelular arginase, tém sido capazes de normalizar algumas das
alteragcbes metabdlicas causadas pela obesidade induzida pela dieta. Nossos dados
demonstram aumento de células CD4" no tecido adiposo dos animais obesos
(Figura 22). Entretanto, ndo realizamos um estudo mais aprofundado para identificar
a propor¢cao de células THy e THy presentes nesta populagdo. Nishimura et al.
demonstraram que linfocitos T CD8" presentes no tecido adiposo secretam fatores
humorais envolvidos na migragao e ativacdo de macrofagos. Portanto, estas células
sdo importantes para o inicio e propagacdo da resposta inflamatéria no tecido
adiposo (NISHIMURA et al., 2009). Este mesmo estudo demonstrou que a deplecao
de células T CD8" com anticorpos anti-CD8 foi capaz de reduzir a infiltracdo de

macrofagos no tecido. Interessantemente, a suplementagdo com 6leo de peixe foi
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capaz de reduzir a quantidade de células CD8" nos animais obesos e ndo obesos
(Figura 23). O processo inflamatério cronico associado a obesidade ocorre,
principalmente, devido a infiltragdo de macrofagos no tecido adiposo tanto de
humanos obesos quanto em modelos animais induzidos geneticamente ou por dieta
hiperlipidica (WEISBERG et al., 2003; XU et al.,, 2003). E interessantemente,
evidéncias recentes sugerem o processo inflamatdrio, resultado da infiltracdo de
macroéfagos, esta diretamente relacionada as alteragbes metabolicas decorrentes da
obesidade. Nosso estudo é o primeiro a mostrar redugdo na quantidade de
macrofagos infiltrados no tecido adiposo de animais obesos suplementados na dose
de dleo de peixe (1 g/Kg p.c.) por um periodo de 4 semanas (Figura 24). Todoric et
al. (2006) demonstraram que animais alimentados com dieta hiperlipidica (30% das
calorias) apresentam maior infiltragdo de macrofagos, identificados pelos
marcadores F4/80 e/ou MAC-2 e que a adicdo de um extrato altamente concentrado
de EPA e DHA re-esterificados em ftriacilgliceréis na dieta € capaz de evitar o
processo de infiltragcdo (TODORIC et al., 2006). Este resultado é importante, pois
varios estudos recentes relacionam a presenca destas células no tecido adiposo
com o desenvolvimento da resisténcia a insulina, obesidade e diabetes tipo 2
(WELLEN; HOTAMISLIGIL, 2005).

Os efeitos dos AGs w-3 encontrados neste estudos podem ser explicados por
diferentes mecanismos. Recentemente, varias evidéncias demonstraram que a
ativacdo cronica de vias pro-inflamatérias estdo fortemente relacionadas ao
desenvolvimento da resisténcia a insulina (OLEFSKY; GLASS). Os receptores Toll
like sdo capazes de ativar a via do NF-kB e, consequentemente, atuam na producao
de citocinas inflamatdrias. Os AGs saturados atuam na ativagado enquanto os AGs
w-3 inibem os receptores TLR-2 e TLR-4 (LEE et al., 2004). Os AGs w-3 (EPA e
DHA) reduzem a producédo de eicosandides inflamatorios provenientes do AA via
competicdo com as enzimas COX e LOX e por reduzir a liberacdo do AA por inibir a
fosfolipase-2 (MARTIN, 1998). Nossos dados mostram que a suplementacéo do 6leo
de peixe ndo modificou a expressdo da proteina COX-2 no tecido adiposo de
animais obesos e nao obesos (Figura 27). Embora n&do tenha sido observado
alteracdo na expressao da COX-2, ndo podemos descartar a hipétese de que a

atividade desta enzima esteja alterada nos animais suplementados com oleo de
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peixe. Mesmo ndo modificando a expressdo da COX-2, o 6leo de peixe pode
apresentar efeitos anti-inflamatoérios através dos metabdlitos provenientes dos
acidos graxos EPA e DHA, conhecidos como resolvinas E e D (SERHAN et al.,,
2008). Outro possivel mecanismo de agcdo dos acidos graxos w-3 é a regulacéo de
varios genes envolvidos no metabolismo de carboidratos e lipideos, uma vez que
estes AGs modulam a atividade de fatores transcricionais como PPAR (Receptores
ativados por proliferadores de peroxissomos), SREBP-1c (Sterol regulatory element
binding protein-1c), HNF (Hepatic nuclear factors), RXR (Retinoid X receptors) e
LXR (Liver X receptor). Outros mecanismos envolvidos incluem reducdo de
triacilglicerois circulantes, fluidez de membrana e sinalizagdo celular (FEDOR;
KELLEY, 2009).

Os dados encontrados aqui mostram que o 6leo de peixe, administrado por
via oral na dose de 1 g/Kg por 4 semanas, melhora a dislipidemia, a agao da insulina
“in vivo”, e metabolismo da glicose nos tecidos muscular esquelético e adiposo em
animais obesos induzidos por GMS. O dleo de peixe também reverteu o processo
inflamatorio ao reduzir a quantidade de macréfagos presentes no tecido adiposo dos
animais obesos. No entanto, estudos futuros ainda s&o necessarios para o
esclarecimento das principais vias de sinalizagao intracelular envolvidas no

mecanismo de agdo dos acidos graxos w-3.
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6 CONCLUSAO

A suplementacdo com o6leo de peixe melhora a dislipidemia, resisténcia a
insulina e metabolismo de glicose nos tecidos muscular e adiposo em ratos obesos
induzidos por GMS. Também foi capaz de reverter a inflamagado ao reduzir a
quantidade de macréfagos presentes no tecido adiposo dos animais obesos. Deste
modo, o 6leo de peixe apresenta potencial no tratamento de individuos obesos e
diabéticos por apresentar efeitos que possam impedir o desenvolvimento ou até

mesmo reverter o estado de resisténcia a insulina.
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