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RESUMO

Introducdo: A inflamagdo cronica de baixo grau € um dos principais mecanismos
envolvidos na génese da obesidade e a reducao na funcao da barreira intestinal, também
ocasionada por esse tipo de inflamacgdo pode contribuir com a perpetuacdo do estado de
obesidade.

Objetivos: Caracterizar o perfil inflamatdrio intestinal em curto periodo de consumo de
dieta rica em gordura predominantemente saturada, ou na presenca de &cidos graxos
O0mega-3.

Materiais e métodos: Camundongos C57BL/6J machos, com seis semanas de idade,
foram expostos a dieta padrdo (CT) ou dieta hiperlipidica (35% da composic¢éo) (HF) ou
dieta hiperlipidica com contetdo de 10% da fragdo de banha substituida por 6leo de
linhaga (HF+FS) rico em dmega 3 do tipo alfa-linolénico, durante trés, sete ou quatorze
dias. Apbs cada periodo de tratamento foram realizados testes de glicemia de jejum e
tolerancia a insulina. O ileo distal foi removido para analises em gPCR real-time para
o0s genes Fator de Necrose Tumoral alfa (TNFa); Interleucinas 18, 6 ¢ 10 (IL-1 B, IL6 ¢
IL10); receptores 120 e 40 acoplados a proteina G (GPR120 e GPR40); Claudina 7
(Cldn 7) e Zona Ocludente 1 (ZO-1). Anélises de variancia (ANOVA) seguida pelo
teste de significancia de Tukey mostram-se significativos quando P<0,05.

Resultados: Ao final de cada periodo experimental, todos os grupos apresentaram
ganho de peso, contudo, apos trés dias de consumo apenas o grupo HF apresentou
aumento significativo da massa do tecido adiposo epididimal (p=0,007). Em relagdo a
glicemia de jejum, houve aumento dos niveis ap0s trés dias para ambos 0s grupos em
consumo de dieta hiperlipidica (p<0,0001). Entretanto, apds sete dias apenas o grupo
HF manteve altos niveis de glicemia (p=0,0002) e o grupo HF+FS apresentou reducéo
significativa quando comparado ao grupo HF (p=0,0002). Ao longo dos curtos periodos
de consumo das dietas hiperlipidicas a sensibilidade a insulina ndo foi alterada.
Entretanto, interessantemente, ap0s quatorze dias de ingestdo os animais HF+FS em
teste de tolerancia a insulina apresentou maior taxa de remocgdo de glicose, quando
comparado ao grupo Ctl e ao grupo HF (p<0,05). Nos resultados de PCR real time,
observou-se alteragGes em diferentes marcadores inflamatérios de acordo com o tempo
de consumo e o tipo da dieta hiperlipidica. Apos trés dias, os niveis de IL10 reduziram
em ambos os grupos HF (p<0,0001) e HF+FS (p<0,005). Com sete dias de consumo



houve consideravel reducdo dos transcritos de TNFa nos grupos HF e HF+FS
(p=0,0009), o que pode ser uma resposta natural do sistema imune inato frente ao
estimulo inflamatério da gordura saturada presente nas dietas. E possivel que o 6mega 3
presente na dieta HF+FS tenha protegido do aumento dos niveis de IL1p no ileo distal,
uma vez que apenas o grupo HF apresentou aumento progressivo nos niveis de IL1B a
partir de sete (p=0,02) até quatorze (p=0,003) dias de tratamento. Curiosamente, ao final
de quatorze dias de ingestdo, o grupo HF+FS apresentou reducdo nas quantidades de
IL1B (p<0,05) e aumento de IL6 (p=0,03) quando comparadas ao grupo HF. Em relacao
as quantidades génicas dos receptores de acidos graxos no intestino distal, observaram-
se diferencas no GPR40 tanto no grupo HF quanto no grupo HF+FS apenas ap0s sete
dias de consumo das dietas (p<0,0001). A expressao génica de moléculas participantes
do mecanismo de adeséo celular ZO-1 e Cldn7 também apresentaram varia¢des durante
curto periodo de consumo de dietas hiperlipidicas. Verificou-se aumento do contetdo
génico da ZO1 apenas ap06s trés dias de consumo no grupo HF (p<0,05), e ap0s trés
(p<0,001) e sete (p<0,001) dias no grupo HF+FS. J& a Cldn7 sofreu reducdo do seu
contetdo génico apenas apos trés dias de consumo em ambos os grupos HF e HF+FS
(p<0,05).

Concluséo: Por fim, um curto periodo de consumo de dieta rica em gordura foi capaz
de alterar marcadores de inflamacéo aguda em ileo distal e 0 consumo do dleo rico em
acido graxo alfa-linolénico parece atenuar essas respostas além de contribuir com
aumento de genes da proteina ZO1, importante no controle de permeabilidade, nos

periodos iniciais de exposicdo a dieta hiperlipidica.

Palavras Chave: Dieta hiperlipidica; Inflamacéo intestinal; 6mega-3; Linhaga.



ABSTRACT

Introduction: Low-grade chronic inflammation is one of the main mechanisms
involved in the genesis of obesity and the reduction in intestinal barrier function, also
caused by this type of inflammation, may contribute to the perpetuation of the obesity
state.

Objective: To characterize the inflammatory profile in the short period of consumption
of a diet rich in fat predominantly saturated, or in the presence of omega-3 fatty acids.
Materials and methods: C57BL / 6J male mice at 4 weeks-age were exposed to the
standard diet (CT) or hyperlipid diet (35% of composition) or a hyperlipid diet
containing 10% of the lard fraction replaced with flaxseed oil rich in alpha-linolenic
free fatty acid, that is an omega 3 type (HF+FS) for three, seven or fourteen days. After
each treatment period, tests of fasting glucose and insulin tolerance were performed.
The distal ileum was removed for analyzes in gPCR real-time for Tumor Necrosis
Factor alpha (TNFa) genes; Interleukins 1B, 6 and 10 (IL-1B, IL6 and IL10); receptors
120 and 40 coupled to G protein (GPR120 and GPR40); Claudine 7 (Cldn 7) and
Zonula ocludens-1 (ZO-1). Analysis of variance followed Tukey’s test were used and
P<0,05 was accepted as statistically significant.

Results: At the end of each experimental period, all groups presented weight gain,
however, after three days of consumption only the HF group showed a significant
increase in the mass of the epididymal adipose tissue (p=0,007). In relation to fasting
glycemia, there was an increase in levels after three days for both groups in hyperlipidic
diet consumption (p<0,0001). However, after seven days only the HF group maintained
high blood glucose levels (p=0,0002) and the HF+FS group presented a significant
reduction when compared to the HF group (p=0,0002). During the short periods of
consumption of the hyperlipidic diets the insulin sensitivity was not altered.
Interestingly, after fourteen days of ingestion, the HF+FS animals in the insulin
tolerance test had a higher rate of glucose removal when compared to the Ctl group and
the HF group (p <0,05). In the real-time PCR results, changes in different inflammatory
markers were observed according to the time of consumption and the type of the
hyperlipidic diet. After three days, IL10 levels decreased in both HF (p<0,0001) and
HF+FS (p<0,005) groups. At seven days of consumption, there was a considerable
reduction of TNFa transcripts in the HF and HF+ FS groups (p = 0.0009), which may be



a natural response of the innate immune system caused for an inflammatory stimulus of
the saturated fat present in the diets. It is possible that the omega-3 present in the HF+
FS diet were protected from increased levels of IL-1f in the distal ileum, because only
the HF group showed the progressive increase in IL-1B levels from seven (p = 0.02) to
fourteen (p = 0.003) days of treatment. Interestingly, at the end of fourteen days of
ingestion, the HF+FS group presented a reduction in the amounts of IL1f (p<0,05) and
an increase in IL6 (p=0,03) when compared to the HF group. In relation to the amount
of the fatty acid receptors in the distal intestine, differences in GPR40 were observed
both in the HF group and in the HF+FS group only after seven days of diet consumption
(p<0,0001).The gene expression of molecules participating in the ZO-1 and Cldn7 cell
adhesion mechanism also showed variations during a short period of consumption of
hyperlipidic diets. Upregulation of ZO1 was observed only after three days of
consumption in the HF group (p<0,05), and after three (p<0,001) and seven (p<0,001)
days in the HF+FS group. On the other hand, Cldn7 underwent downregulation only
after three days of consumption in both HF and HF+FS groups (p<0,05).

Conclusion: Finally, a short period of consumption of a high-fat diet was able to
change markers of acute inflammation in the distal ileum, and the consumption of the
oil rich in alpha-linolenic acid seems to attenuate these responses in addition to
contributing to the increase of ZO1 genes , important in the control of permeability, in

the initial periods of exposure to the hyperlipidic diet.

Keywords: High fat diet; Intestinal inflammation; Omega 3; Flaxseed.
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2. INTRODUCAO

Diante do aumento da prevaléncia da obesidade, também se tornaram mais comuns
as complicacOes a ela associadas, como diabetes mellitus tipo 2 (DM2), hipertenséo
arterial, dislipidemias e até mesmo doencas neurodegenerativas e alguns tipos de cancer
(Herrera-Covarrubias 2015), fatores que tém alarmado os sistemas de saude no mundo
(Fincham 2011).

A dificuldade em tratar a obesidade estd no fato de que esta doenca possui
caracteristicas de génese multifatorial. Fatores causais interagem entre si como genética,
ambiente e o meio social de insercdo do individuo, sendo esse conjunto, o real
determinante para a progressao da doenca e perpetuacdo no processo de acimulo de
gordura corporal (Y. C. Wang et al. 2011).

Em 1994, pela primeira vez foi postulada a hipdtese de que a obesidade poderia ser
originada com base num processo inflamatorio, de grau atenuado (Hotamisligil and
Spiegelman 1994). Hotamisligil e colaboradores (1994) demonstraram a presenca de
uma importante proteina inflamatoria secretada pelo tecido adiposo de obesos, o fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a). Parecia estar claro que quanto maior fosse o adipdcito
e também a massa de tecido adiposo, maior seria a concentracdo desta proteina no
préprio tecido e também na circulacao.

Posteriormente outros trabalhos conseguiram demonstrar a presenca de outros
marcadores inflamatérios correlacionados ao alto peso em massa adiposa, como as
interleucinas 1B (IL-1pB) e 6 (IL-6), e reducdo da adiponectina (lyer et al. 2010). Ainda,
a descricdo do papel da proteina de quimiotracdo para mondcitos 1 (MCP-1) trouxe a
participacdo do componente imunologico para a compreensao da génese da obesidade,
onde tal proteina, produzida e liberada também pelo tecido adiposo, recrutaria
monocitos para a regido, que se diferenciariam em macrofagos, repercutindo,
consecutivamente, na intensificacdo do processo inflamatorio. Desse ponto de vista,
estaria iniciada a perpetuacdo do ganho de peso e a proliferacdo negativa das
repercussoes desse processo (Hotamisligil 2006; Shoelson, Lee, and Goldfine 2006; De
Souza et al. 2005).

Em 2005, De Souza et al., demonstraram pela primeira vez que 0 pProcesso

inflamatorio provocado pelo consumo excessivo de gordura saturada estava presente
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também no hipotalamo, centro nervoso do controle da fome. Este trabalho quebrou o
paradigma que havia sobre a génese da obesidade ser iniciada no tecido adiposo. Mas
apenas em 2012, Thaler et al., demonstraram que o0 consumo excessivo de gordura em
um unico dia ja era capaz de induzir o processo inflamatério hipotalamico.

A génese do processo inflamatério envolvido com a obesidade, mediante consumo
de gordura, parece ser induzida através de receptores do sistema imune inato, os Toll
Like Receptors 2 (TLR2) e, principalmente, 4 (TLR4)(Shi et al. 2006)(Tsukumo et al.
2007). Este receptor é encontrado em diversos tecidos do organismo de mamiferos,
sendo um dos principais sensores de infeccGes bacterianas. O TLR4 é capaz de
reconhecer o lipopolissacaride (LPS) presente na parede celular de bactérias Gram
Negativas e, 0 consumo de dietas ricas em gorduras, predominantemente saturadas, é
capaz de iniciar um processo inflamatorio de baixo grau, por ativar similarmente o
TLR4. N&o obstante, dietas ricas em gorduras tém sido associadas ao aumento de
concentracfes plasmaticas de LPS, tornando o sistema predisposto ao surgimento de
resisténcia a insulina, e demais desordens metabdlicas associadas ao estado inflamatorio
crénico de baixo grau (Cani et al. 2007; Erridge et al. 2007).

O aumento dos niveis de LPS circulante é chamado de endotoxemia metabdlica e
muitos estudos observaram esse fenémeno principalmente em individuos obesos e DM2
(Al-Disi et al. 2015; Amar et al. 2008; de Courten et al. 2016). O consumo de dietas
ricas em gorduras parece ser capaz de modificar o perfil da microbiota intestinal, por
aumentar 0 ndmero de bactérias Gram-negativas, com consequente aumento do
conteddo de LPS presente no limen intestinal. Isso parece prejudicar a funcdo de
barreira do epitélio intestinal, o que promoveria o alcance do LPS do intestino a
corrente sanguinea (Delzenne et al. 2011). Nesse contexto, se torna cada vez mais
evidente a relacdo da obesidade com o perfil das gorduras dietéticas, absor¢éo intestinal
e o desenvolvimento de endotoxemia metabolica.

Os mecanismos de translocacdo do LPS para a circulagdo, promovendo a
endotoxemia metabdlica mediante consumo de gorduras, ainda ndo é claro. Entretanto,
h& evidéncias que justificam tal efeito, pois a maior solubilizacdo dos LPS e sua
incorporagdo a quilomicrons poderiam aumentar as concentragfes dessas endotoxinas,
bem como as concentragBes de citocinas pro-inflamatorias em situagdo pos-prandial
(Ghoshal et al. 2009; Laugerette et al. 2011). Com relacdo a reducdo da funcdo de
barreira exercida pelo epitélio intestinal, o consumo de dieta rica em gordura saturada

parece estar relacionado com alteragBes na quantidade e localizagdo de proteinas de
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juncéo celular, Zonula Ocludente 1 (ZO-1) e Ocludina (Ocldn), importantes no controle
da permeabilidade de barreiras, como a intestinal (Balakumar et al. 2016; Cani et al.
2008; de La Serre et al. 2010). As proteinas de juncdo celular podem desempenhar
outras funcdes além das relacionadas ao controle de permeabilidade, como no caso da
claudina 7 que parece estar relacionada com a manutencdo das interacbes entre as
células epiteliais de matriz e também & homeostase intestinal (Ding et al. 2012). Em
camundongos, a reducdo do contetido de claudina 7 levou a méa formagéo do complexo
proteico que existe entre a claudina7, a sub unidade 02 da integrina ¢ a claudina 1
existente na regido basolateral do epitélio intestinal, e contribuiu para ativacdo de estado
inflamatorio intestinal (Ding et al. 2012).

N&o hé& duvidas que o consumo excessivo de gordura saturada gera prejuizos a
permeabilidade intestinal. Entretanto, ndo had um consenso sobre 0s mecanismos
envolvidos na génese desse efeito, principalmente com relacdo a cronologia dos fatos.
Algumas evidéncias de modelos com longo periodo de consumo de HFD, apontam a
inflamacdo local no intestino, como sendo fator chave para o desarranjo das proteinas de
juncéo celular do epitélio intestinal (Beaurepaire, Smyth, and McKay 2009; Luck et al.
2015; Yang et al. 2014). Porém, recentemente um estudo utilizou-se de modelo de curto
prazo de consumo de dieta hiperlipidica e observou que houve permeabilidade intestinal
relacionada. Entretanto, houve também deficiéncia no sistema imune da mucosa do
intestino, apesar de ndo terem registrado eventos inflamatérios locais (Johnson et al.
2015).

De forma interessante, em modelo de obesidade, a reducdo da inflamacéo de baixo
grau intestinal parece reduzir a inflamacéo do tecido adiposo e melhorar a homeostase
metabolica (Luck et al. 2015). Neste trabalho, Luck e colaboradores verificaram que um
composto anti-inflamatério especifico para mucosa intestinal foi capaz de atenuar a
inflamacéo local dessa mucosa causada pelo consumo de dieta rica em gordura saturada.

Por outrora, considerando os efeitos anti-inflamatorios da ativagdo do receptor 120
acoplado a proteina G (GPR120) (Oh et al. 2010), Anbazhagan et al (2016) verificaram
que tal efeito ocorre principalmente em células do tipo epitelial, enquanto que em
células do tipo secretoras (SCT1) os efeitos da ativagdo do GPR120 induz secre¢do do
horménio Glucago-like peptide 1 (GLP-1) (Anbazhagan et al. 2016). A ativacdo nao
apenas do GPR120, mas também de outro receptor acoplado a proteina G, o0 GPR40,
como proposta para reduzir estado inflamatério tem sido testada em diferentes tecidos,
como figado, tecido adiposo, musculo esquelético (V. Oliveira et al. 2015) e no sistema
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nervoso central (Cintra et al. 2012). Ambos receptores sdo ativados por acidos graxos de
cadeia média e longa (Miyauchi et al. 2010) e quando ativos podem reduzir 0 processo
inflamatorio por inibirem a atividade do Fator de necrose tumoral (NF-kB), um fator de
transcricdo atuante na producdo de citocinas inflamatorias (D. Oh et al. 2011; V.
Oliveira et al. 2015).

Perante a escassez de dados envolvendo o papel da ativagdo do GPR120 e GPR40,
via &cidos graxos poli-insaturados oriundos da dieta, no controle da inflamagdo e
permeabilidade intestinal em modelo obesogénico, este trabalho tem como objetivo
caracterizar o perfil inflamatdrio intestinal em curto periodo de consumo de dieta rica

em gordura saturada ou na presenca de &cidos graxos 6mega-3.
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3. OBJETIVOS

Objetivo Geral
Avaliar o perfil inflamatorio intestinal em camundongos C57BL/6J ap6s o consumo de
dietas ricas em gordura, bem como os possiveis efeitos anti-inflamatorios do dmega 3

do tipo alfa-linolénico oriundo do 6leo de linhaca presente na dieta.

Obijetivo Especifico

e Auvaliar o perfil inflamatorio intestinal ap6s curto consumo (3, 7 e 14 dias) de
dieta hiperlipidica.

e Avaliar a interferéncia de dieta hiperlipidica, contendo &cidos graxos 6mega-3,
no processo inflamatdrio intestinal.

e Auvaliar o contetdo de transcritos (RNA mensageiro) das proteinas de juncéo
intestinal (ZO-1 e Cldn7) sensiveis a dieta hiperlipidica ou contendo 6mega-3.

e Avaliar a resisténcia sistémica a insulina ap06s curto consumo de dieta rica em

gordura.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais experimentais

Foram utilizados camundongos C57BL/6J machos, com quatro semanas de idade,
provenientes do Centro de Bioterismo (CEMIB) da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP). Foram alocados em ambiente com controle de temperatura (21 °C + 2) e
fotoperiodo (12/12 horas claro/escuro) cinco animais por gaiola, contendo maravalha.
Foram ambientizados por uma semana e, posteriormente, mantidos em dietas
experimentais e agua filtrada ad libitum. A composicdo detalhada da dieta esta
demonstrada na Tabela 2. Todos dos procedimentos experimentais foram previamente
aprovados pelo comité de ética em pesquisa animal da Universidade Estadual de
Campinas e seguirdo as diretrizes propostas pelo Guide for the care and use of

Laboratory animals (The National Academies 2011). Figura 1.

* Glicemia de jejum |
* ITT

: i * Coleta dos tecidos
Chegadadosanimais ~ teeeeee e i ; :
CS7B1/6] machos \ Inicio das analises

4 semanas de idade PCR real-time

l v

| I sem. ambientagdo | v | 1 I

| L | |
l 3 dias 7 dias 14 dias |
'
I

Aferigdo da massa corporal ¢ consumo alimentar (diariamente)

Distribuicdo dos animais | = Grupo Controle (dicta padrio)
nos grupos experimentais = = Grupo HF (dieta hiperlipidica)
por Escore Z de peso => Grupo HF+FS (dieta hiperipidica ¢/ 10% de 6leo de linhaga)

Figura 1. Esquema do desenho experimental destacando as principais etapas da
experimentacdo animal.
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4.2 Delineamento experimental

Ao inicio do periodo experimental, os animais foram randomizados em seus
grupos experimentais pelo método do escore Z de distribuicdo por peso. Foram
mantidos em gaiolas individuais, recebendo dietas especificas por trés, sete ou quatorze
dias. O grupo CT (controle) recebeu ragdo comercial (Nuvilab®); o grupo HF recebeu
dieta hiperlipica e o grupo HF+FS recebeu dieta hiperlipidica com contetdo de 10% da
fracdo banha substituida por 6leo de linhaca. A distribuicdo do percentual energético
por macronutriente, a composi¢do dos ingredientes bem como a composi¢éo dos acidos
graxos das dietas estdo detalhadas, respectivamente nas tabelas 1, 2 e 3.

Para afericdo da massa corporal foi utilizado balanca analitica (Sartorius®) e uma
caixa acrilica de 10x6x4 cm. Essa dimensdo da caixa utilizada para conten¢do do animal
durante afericdo do peso facilitou a realizacdo da medida por reduzir a movimentagédo
do camundongo, sem causar estresse ao animal.

O consumo alimentar foi realizado diariamente e individualmente, ofertando-se
quantidade conhecida da racdo ou dieta, e apds 24 horas de exposicao, realizou-se a

afericdo das sobras para estimar a quantidade ingerida pelo animal.

Tabela 1 — Composi¢éo de macronutrientes das dietas

Macronutrientes Dieta padréo High fat High fat + Flaxseed Oil
(Nuvilab®) (10%)
Proteina 22% 20,3% 20,3%
Carboidratos 56% 34, 7% 34, 7%
Fibras 8% 5% 5%
Gorduras 4% 35,2% 35,2%

Energia 3,48Kcallg 5,43 kcal/g 5,43 kcal/g




Tabela 2 — Composicéo das dietas experimentais (g/Kg)

Ingredientes High fat High fat + Flaxseed Oil
(10%0)
Amido de milho 115.5 115.5
Caseina 200 200
Amido de milho dextrinizado 132 132
Sacarose 100 100
Celulose 50 50
Oleo de soja 40 40
Banha de porco 312 208
Oleo de linhaca 0 104
Mix de minerais 35 35
Mix de vitaminas 10 10
L-Cistina 3 3
Bitartarato de Colina 2.5 2.5

Dietas baseadas na AIN-93 —

American Institute of Nutrition — 1993.
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Tabela 3 — Composicdo de acidos graxos das dietas (% do total de lipidios)

Acidos graxos Dieta padrao High fat High fat + Flaxseed
Oil (10%0)
C14:0 0.56+0.22 1.68+0.04" 0.03+0.01°
C16:0 13.2+0.06 22.2+0.64% 15.8+1.29°
C18:0 3.01+0.52 11.18+0.12" 9.12+0.2"
C20:0 0.02+0.01 0.940.09° 0.2240.01°
C22:0 - 0.07+0.01 0.12+0.01
¥ 4cidos graxos saturados 17.22+0.12 36.62+1.18° 26.02+2.01°
Cl6:1 o7 0.09+0.01 1.18+0.05 1.0+0.07
C18:1 9 29.33+1.02 43.12+1.1% 33.12+0.09"
¥ MUFA 29.56+0.18 44.72+2.81% 34.22+1.8°
C18:2 o6 50.62+0.53 16.13+0.47" 18.13+0.8
C18:3 o3 5.83+1.02 1.3+0.09 16.42+0.09°
C20:4 o6 0.28+0.02 0.21+0.01 0.18+0.01
C20:5 o3 - 0.01+0 0.01+0
> PUFA 57.12+1.22 18.27+0.17" 35.22+0.9"
> w6 51.0+1.09 16.98+1.9 18.57+3.1
T 03 5.83+1.02 1.350.08" 16.47+0.93
®6: ®3 razdo 8.7:1 125:1 11:1

4.3 Avaliacédo do perfil glicémico

Para avaliar sensibilidade a insulina, apés 8 horas de jejum, foi determinada a
glicemia por puncéo caudal, utilizando-se glicosimetro Accu-Chek® - modelo Active.
Primeiramente foi dosada da glicemia de jejum, equivalente ao tempo zero para o teste
de glicemia de jejum. Em seguida foi administrado insulina regular (Humulin®)
intraperitonial (2 U/Kg de peso corporal) e mensurada a glicemia nos tempos 5, 10, 15,
20, 25 e 30 minutos apos a infusdo do hormonio. Para o calculo da constante de

decaimento da glicose, foi utilizado do software Instat GraphPad.
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4.4 Extracdo dos tecidos

Apo6s 8 horas de jejum os animais foram sedados e anestesiados por infusdo
intraperitoneal de xilazina (0,5 pL/g de peso animal) e cetamina (1-1,5 pL/g de peso
animal) no quadrante posterior do abdome, do lado direito do animal. Os devidos
cuidados foram tomados para uma correta contencdo manual e procedimento de
anestesia, pois uma perfeita contencdo reduz o estresse do animal (Menezes 2013). O
inicio do procedimento cirtrgico ocorreu apenas apo0s completa auséncia de resposta a
todos os estimulos realizados no camundongo.

Para a coleta dos tecidos os animais foram colocados em posicdo de decubito
dorsal, prendendo as patas com fitas autoadesivas. Em seguida foi aplicado &lcool 70%
com auxilio de gaze em toda a extensdo do térax e abdome para realizar laparotomia.
Apdbs abertura do térax, o coracdo foi exposto para realizacdo da puncdo cardiaca,
utilizando-se seringa de 1 mL e agulha hipodérmica 0,45 x 13mm (26G x 1/2”’).

Logo apds a coleta do sangue o intestino foi completamente removido, junto ao
tecido adiposo mesentérico e epididimal. Para padronizacdo da porcdo do ileo distal,
considerou-se aproximadamente 25% do comprimento do intestino delgado adjacentes
ao cécum (F. Canonne-Hergaux, S. Gruenheid, P. Ponka 1999) de acordo com a figura
2.

Intestino Delgado

| Cécum
I 1 /‘_\"-\

@\K.—“— 3*\“ _—.::—:;:: %{:_—_*—, _—— '%\ }

) | \ 7
Duoden , lieo Proximal )
1oce Jejuno Heo Distal

= Colon

Estdmago

/
/
/

5 /
P

Figura 2. Representacdo esquematica dos segmentos do intestino de camundongo para
localizagdo do ileo distal, por¢do removida na coleta de amostra do presente estudo.
Adaptado (F. Canonne-Hergaux, S. Gruenheid, P. Ponka 1999).
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4.5 PCR em tempo real

Os fragmentos de ileo distal destinados a técnica de Reacdo em Cadeia da
Polimerase em tempo real (real time PCR), apds sua coleta foram imediatamente
armazenados em 1 mL de Trizol® (Life Technologies™) & -80 °C até que as etapas
seguintes fossem realizadas. Posteriormente os tecidos foram homogeneizados e
realizada a extracdo do RNA total.

A extracdo do RNA foi realizada adicionando-se 200 pL de cloroférmio em cada
amostra e submetendo-a a centrifugacdo a 10.500 rpm, na temperatura de 4 °C, por 15
minutos. Em seguida coletou-se o sobrenadante (fase em que o RNA estd presente),
transferindo-o para um novo tubo (livre de RNAse) para realizacdo de lavagens com
alcool isopropilico, alcool etilico 70% e 100% (diluidos em &gua tratada com DEPC da
Thermo Fisher®), para completa retirada do fenol presente nas amostras. Posteriormente
0 RNA foi diluido em agua DEPC (30 pL) e quantificado em espectrofotbmetro
(Biotek®) pelo software Gen 5.

Removeu-se a DNA genbnico por reacdo enzimatica da DNAse (Takara, 2270A)
seguindo as recomendacdes do fabricante e em seguida nova quantificacdo da
concentragéo total de RNA foi realizada. Para a conversdo do RNA em cDNA utilizou-
se o kit High Capacity cDNA (Applied Biosystems, #4368813). Foi realizado
eletroforese em gel de agarose 1% para verificacdo da integridade do RNA.

Finalmente, realizou-se a reacdo em cadeia da polimerase em tempo real por
Tagman para os genes alvos IL13 (Mm00434228 ml), IL-6 (MmO00446190_m1), TNF-
o (Mm00443258 m1), IL-10 (Mm0439614_m1), Claudina 7 (Mm00516817_m1), Tight
junction protein 1 (Tjpl) (Mm00493699 m1) referente ao gene da ZO1, Receptor 4 de
acidos graxos livres (FFR4) (Mm00725193_m1) referente ao GPR120 e Receptor 1 de
acidos graxos livres (FFR1) (MmO00809442_m1) referente ao GPR40 em aparelho
StepOnePlus (Applied Biosystems). A expressdo de cada gene foi normalizada pelo
gene endogeno GAPDH (Mm99999915 g1).

Para tratamento e analise dos resultados, logo ap6s o término da corrida as
triplicatas foram avaliadas e excluidas as amostras que ndo seguiram 0 mesmo padrdo
de amplificacdo da mesma amostra, bem como o padrdo do grupo do tratamento. Em
seguida, utilizando-se o software do equipamento de PCR StepOnePlus, os dados de
posicdo do Baseline, bem como Threshold foram configurados seguindo-se as

recomendacdes do fabricante do aparelho.
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4.7 Andlises estatisticas

As varidveis em estudo foram submetidas ao teste de normalidade Kolmogorov-
Smirnov para verificar a simetria. Para variaveis com distribuicdo normal, foi utilizado
o Teste “t” de Student, para comparagao de duas amostras independentes. As variaveis
com trés ou mais grupos foram submetidas a anélise de variancia pelo teste Anova e ao
teste pds-hoc de Tukey, para determinagdo da significancia. Para todos os testes foram

adotados o nivel de significancia de 5% (p<0,05).
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5. RESULTADOS

5.1 Evolucéo Ponderal, Consumo Alimentar e Eficiéncia Energética da Dieta

Ao final do periodo experimental, todos os grupos apresentaram ganho de peso.
Houve diferenca na média de massa corporal apés 2, 3 e 7 dias de consumo das dietas
experimentais quando comparados os grupos HF e HF+FS com o grupo controle
(Figura 3A). Contudo, o delta da massa corporal, ao final de cada periodo de tratamento
demonstrou que tanto o grupo HF, quanto o grupo HF+FS apresentaram ganho de peso
significativo quando comparados ao grupo que recebeu dieta controle (Figura 3B-D).
Em relacdo ao tamanho dos coxins adiposos, pode-se observar aumento significativo da
massa do tecido adiposo epididimal, ap0s trés dias apenas no grupo HF (p=0,007). Nos
tempos seguintes de sete e quatorze dias de tratamento, ambos os grupos HF e HF+FS
apresentaram diferenca na massa do tecido adiposo epididimal quando comparados ao
grupo Ctl (Figura 3E-G).

A ingestdo cal6rica e em gramas das dietas HF (24,07 kcal + 1,88 / 4,43 g +
0,34) e HF+FS (24,39 kcal + 2,10/ 4,49 g + 0,38) foram diferentes do grupo Ctl (10,73
kcal + 2,22 / 3,08 g £ 0,63) logo no primeiro dia de exposi¢do as dietas (p<0,05).
Contudo, a quantidade de dieta ingerida em gramas pelos HF e HF+FS foi reduzida no
segundo dia de tratamento, de modo que o valor consumido foi semelhante a ingerida
pelo grupo Ctl ao longo do periodo experimental (Figura 4A). No entanto no terceiro
dia de tratamento, o grupo HF+FS ainda apresentou maior consumo caldrico quando
comparado ao controle (p=0,04) e no sétimo dia tanto o grupo HF (p=0,003), quanto o
grupo HF+FS (p=0,04) apresentaram maior ingestdo calérica. Ao final do tratamento,
apenas o grupo HF+FS manteve maior consumo calérico (p=0,008) versus 0 grupo que
consumiu racéo (Figura 4B).

A eficiéncia energética, ou Coeficiente de Eficiéncia Alimentar (CEA), é obtida
através da razdo entre o ganho de peso médio (em gramas) por animal durante o tempo
de tratamento, divido pela média de consumo (em gramas) durante mesmo periodo. Na
tabela 4 é retratado o resultado do CEA, onde se observa resumidamente, nitida
eficiéncia alimentar nos grupos que receberam dieta rica em gordura (HF e HF+FS) em
comparacdo ao grupo CT. Interessantemente, 0s animais demonstraram aumento

progressivo da eficiéncia em converter a dieta ingerida em peso vivo. Ao final de
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quatorze dias de consumo, os grupos HF e HF+FS foram respectivamente, 145% e

112% eficientes para converter as dietas em massa corporal.

Figura 3 — Evolucéo ponderal
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Figure 3 — Evolucdo ponderal. (A) — Variagdo do peso corporal de cada grupo durante o periodo
experimental. (B) — Ganho de peso ap0s trés dias de tratamento (delta de peso) (C) — de peso ap0s sete
dias de tratamento (delta de peso). (D) — de peso ap6s quatorze dias de tratamento (delta de peso) (E) —
Gordura epididimal normalizada pelo peso corporal apos trés dias de tratamento. (F) — Gordura
epididimal normalizada pelo peso corporal apds sete dias de tratamento. (G) — Gordura epididimal
normalizada pelo peso corporal apés quatorze dias de tratamento. Os graficos de barra e de linhas
representam as médias e desvio padrdo () de cada grupo experimental, Ctl (n=6-11); HF (n=6-11);
HF+FS (n=7-12).
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Tabela 4 — Ganho de peso, consumo alimentar e coeficiente de eficiéncia alimentar

(CEA)

Grupos experimentais /

Ganho de peso (g) Consumo alimentar (g) CEA
Tempo de tratamento
CT (3 dias) 0.58 +0.33° 4.04 +1.05° 0.15 + 0.09°
HF (3 dias) 1.72 +0.58° 2.93 +0.25° 0.59 + 0.24°
HF+FS (3 dias) 1.50 + 0.55° 3.51 +0.56 0.42 +0.11°
CT (7 dias) 0.72 + 0.50° 3.29 +0.39° 0.21+0.12°
HF (7 dias) 2.60 +0.70° 2.70+0.17° 0.96 + 0.28"
HF+FS (7 dias) 2.36 +0.30° 3.16 + 0.46°" 0.75+0.11°
CT (14 dias) 1.08 £ 0.51° 3.25+0.09° 0.33+0.15°
HF (14 dias) 3.80 + 1.08" 2.58 +0.32° 1.45 +0.34°
HF+FS (14 dias) 3.28+0.61° 3.32+1.02° 1.12 +0.55°
Figura 4 —Consumo alimentar e seu equivalente calorico
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Figure 4 — Consumo alimentar e seu equivalente caloric. (A) — Ingestdo alimentar (g) dos

camundongos C57BL/6J alimentados com dieta padrdo (Ctl), hiperlipidica (HF) e em consumo de dieta
hiperlipidica substituida em 10% por 6leo de linhaca (HF+FS) durante 14 dias. (A) - Ingestdo alimentar
em gramas; (B) - Consumo caldrico. Os graficos de linhas representam as médias e desvio padrdo (+) de
cada grupo experimental, n=6 para todos os grupos.



31

5.2 Perfil glicémico

O teste de tolerancia a insulina demonstra similaridade entre os grupos (Ctl, HF
e HF+FS), apos trés e sete dias de consumo das dietas gordurosas. Contudo, apds
quatorze dias o grupo HF+FS apresentou maior taxa de remocdo de glicose, quando
comparado ao grupo Ctl e ao grupo HF (p<0,05) (Figura 5D, E e F).

A glicemia de jejum foi maior nos animais tratados com dieta HF durante trés
(***p<0,0001) e sete dias (**p=0,002) em compara¢do ao grupo controle (Figura 5A e
B). Interessantemente, ap0s sete dias de tratamento os animais que consumiram dieta
hiperlipidica com o 6leo de linhaga apresentaram valor médio de glicemia de jejum
menor que a do grupo HF (***p=0,0002).
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Figura 5 — Perfil Glicémico
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Figura 5 — Perfil Glicémico. (A) — Glicemia de jejum ap0s trés dias de tratamento. (B) — de jejum ap0s
sete dias de tratamento. (C) — de jejum apds quatorze dias de tratamento. (D) — Niveis de glicose durante
teste de intolerancia a insulina (D1) — Constante de decaimento da glicose (Kitt) (%min) apo6s trés dias de
tratamento. (E) Niveis de glicose durante teste de intolerancia a insulina (E1) Constante de decaimento da
glicose (Kitt) (Yomin) apds sete dias de tratamento. (G) — Niveis de glicose durante teste de intolerancia a
insulina (G1) — Constante de decaimento da glicose (Kitt) (%min) apds quatorze dias de tratamento. Os
gréaficos de barra e de linhas representam as médias e desvio padréo () de cada grupo experimental, Ctl
(n=6-11); HF (n=6-11); HF+FS (n=7-12).
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5.3 Alteracfes na expressdo génica de citocinas inflamatorias no ileo distal apds

consumo de dieta HF

Ap0s trés dias de consumo da dieta gordurosa, o grupo HF apresentou aumento
de 50% no contetdo de transcritos de TNFo quando comparado ao grupo Ctl, porém
esse aumento ndo apresentou diferenca significativa (Figura 6A). Curiosamente, 0 grupo
que recebeu a dieta gordurosa com o 6leo de linhaca, apds trés dias de consumo nédo
apresentou aumento no TNFa, mas uma tendéncia em 46% menos desses transcritos
qguando comparados ao grupo HF (Figura 6A). Seguindo o periodo do tratamento,
observou-se uma reducéo significativa na expressédo do TNFa tanto no grupo HF quanto
no HF+FS (**p=0,001) apos sete dias de consumo. Ao final de quatorze dias de
exposicao as dietas experimentais, a expressdo do TNFa no ileo distal dos animais dos
grupos HF e HF+FS ndo apresentou alteracdes quando comparados ao grupo controle
(Figura 6A).

Os animais em consumo de dieta hiperlipidica apresentaram diferentes niveis de
expressdo génica de IL1pB no intestino. Observou-se aumento significativo e progressivo
desses transcritos no grupo HF, quando comparados ao grupo controle, apds sete
(*p=0,02) e quatorze dias (**p=0,003). Contudo, o grupo HF+FS apresentou reducao
nos niveis de IL1B no 14° dia de consumo da dieta, quando comparado ao grupo HF
(*#p<0,05) (Figura 6B).

Em relacdo aos niveis génicos da IL6, apesar do grupo HF ter apresentado
tendéncia em reduzir 40% apds 3 dias, aumentar 25% apds 7 dias e reduzir novamente
em quase 30% ap0ds 14 dias de consumo da dieta gordurosa, essas alteracdes nao foram
significativas. No grupo HF+FS foi observado perfil semelhante ao grupo HF ap6s 3 e 7
dias de exposicdo a dieta experimental, entretanto, ap6s 14 dias houve aumento
significativo do conteudo génico de IL6 (*p=0,03) quando comparado ao grupo HF
(Figura 6C).

Observou-se consideravel reducdo dos niveis da IL10 no ileo distal em animais
qgue consumiram dieta gordurosa apos trés dias, tanto no grupo HF (***p<0,0001)
guanto no grupo HF+FS (**p<0,005) quando comparados aos niveis do grupo controle.
Apesar da tendéncia no aumento do conteddo génico da IL10 apds 7 dias e reducdo apos
14 dias de consumo das dietas experimentais, essas variacfes ndo apresentaram

diferencas significantes comparado ao grupo controle (Figura 6D).
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Figura 6 — Marcadores de transcritos inflamatérios
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5.4 Expressao génica intestinal dos receptores de acidos graxos GPR120 e GPR40

N&o houve modulacéo da expressdo génica do receptor de &cidos graxos GPR120
durante o consumo de dieta hiperlipidica nos tempos de trés, sete ou quatorze dias
(Figura 7A). Contudo, apds quatorze dias de consumo o grupo HF apresentou uma
tendéncia em expressar 36% mais GPR120 quando comparado ao grupo Ctl.

Apesar do aumento em quase 50% dos transcritos de GPR40 nos grupos HF e
HF+FS apos 3 dias do tratamento, esse aumento ndo foi significante (Figura 9B).
Conquanto, ap6s 7 dias de consumo das dietas experimentais, foi observado um
aumento de 83% de GPR40 no grupo HF (p<0,0001) e de 124% no grupo HF+FS
(p<0,0001) quando comparados ao grupo Ctl (Figura 9B). N&o foi encontrada diferenca
nos niveis génicos do GPR40 apo6s 14 dias, entretanto, o grupo HF+FS demonstrou uma

tendéncia em manter maiores quantidades desses transcritos (Figura 7B).
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Figura 7 — Transcritos dos receptores GPR120 e GPR40
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Figura 7 — Transcritos dos receptores GPR120 e GPR40. Quantificacdo dos RNA mensageiros que
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5.5 Expressdo génica de componentes da juncéo celular ZO-1 (Tjpl) e claudina-7
(Cldn-7)

A permeabilidade intestinal foi avaliada de forma indireta, realizando-se a
mensuragdo da expressdo génica de dois componentes envolvidos na adesdo celular
(ZO-1 e claudina 7) (Figura 8A e B).

Curiosamente, apds trés dias de consumo das dietas gordurosas, os grupos HF e
HF+FS aumentaram a quantidade de transcritos de ZO-1 em 43% (p<0,05) e 60%
(p<0,01), respectivamente, quando comparados ao grupo Ctl (Figura 8A). Entretanto,
apos sete dias de exposicdo, apenas o grupo HF+FS manteve maiores niveis génicos de
Z0O-1 versus o grupo controle (p<0,001) (Figura 8A). Ao término de quatorze dias de
tratamento, ndo foram observadas diferencas significativas nas quantidades de ZO-1
entre 0s grupos.

Em relacdo a claudina 7, ap0s trés dias de tratamento, 0s animais do grupo HF e
HF+FS apresentaram consideravel reducdo na quantidade de transcritos de claudina-7
(p<0,05) (Figura 8B). Apesar de nao ter havido diferencas significativas apds sete dias
de consumo, o grupo HF+FS apresentou tendéncia em manter niveis de claudina 7 mais
préximos aos niveis do grupo controle (Figura 8B). Por fim, ao final de quatorze dias de

ingestdo das dietas, ndo foi verificado diferencas na expressdo de Cldn7 entre 0s grupos.
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Figura 8 — Transcritos dos componentes de adeséo celular
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6. DISCUSSAO

H& mais de 70 anos tem se discutido os efeitos do consumo de dietas ricas em
gordura e 0s prejuizos ao organismo humano e animal, principalmente quando esse
desequilibrio é mantido por longo prazo (Himsworth 1940). A instalacdo do processo
inflamatdrio crénico e de baixo grau cursa com interferéncia em diversas vias de
sinalizacdo, assim como a da insulina, causando resisténcia a transducdo do horménio.
Contudo, estudos mais recentes demonstraram os efeitos deletérios do consumo de
HFD, que antecedem o surgimento da obesidade (Lanthier et al. 2010; Lee 2011,
Patrone et al. 2012) e podem estar presentes mesmo sob o consumo agudo de
quantidades excessivas desse nutriente. Em 2012, Thaler et al., verificaram que
consumo de dieta rica em gordura por um periodo de trés dias ja seria capaz de
aumentar marcadores inflamatorios no hipotadlamo de animais (Thaler et al. 2012).
Outros estudos observaram ativacdo de células de Kupffer, resisténcia hepética a
insulina (Lanthier et al. 2010), e aumento da permeabilidade intestinal associada com
deplecéo de eosinofilos no intestino (Johnson et al. 2015) apds consumo de HFD em
curto prazo.

Ap0s curtos periodos de consumo de HF, os resultados deste trabalho, no que tange
os achados fisioldgicos, evidenciaram influéncias no peso corporal, adiposidade e
consumo alimentar de forma semelhante aos observados na literatura. Nesse contexto,
houve aumento da massa corporal com consideravel hipertrofia do tecido adiposo, além
de um pico de ingestdo apos o primeiro dia de oferta da dieta, mas que gradualmente foi
reduzido (Ji 2012; Lanthier et al. 2010; Lee 2011; Williams et al. 2014).

Williams e colaboradores, ao avaliarem camundongos que consumiram dieta rica
em gordura, porém com ingestdo caldrica controlada, verificaram que ap0s curto
periodo de exposicdo a dieta, 0s animais apresentaram aumento na massa de tecido
adiposo, mesmo sem alterar a massa corporal total. Interessantemente, no presente
estudo foi observado que, apds trés dias de ingestdo, o grupo que consumiu a dieta
hiperlipidica contendo 6leo de linhagca aumentou sua massa corporal, porém a massa do
tecido adiposo epididimal foi menor que a do grupo que recebeu a dieta hiperlipidica.
Sugere-se uma avaliacdo mais detalhada da composicao corporal por analise por DEXA

e massa dos compartimentos de gordura (tecidos adiposos subcutaneo, mesentérico,
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supra renal, epididimal e marrom), de animais em consumo de dietas hiperlipidicas com
e sem a substituicdo em 10% da gordura animal por 6leo de semente de linhaga.

Em estudos que avaliaram os efeitos da substituicdo em 10% da fragdo saturada
da dieta hiperlipidica, por 6leo de linhaca em animais obesos, observaram que esses
animais apresentavam menor ganho de peso e adiposidade corporal em relacdo aos seus
controles obesos. Esses efeitos biologicos foram relacionados a reducdo na ingestao
alimentar e em marcadores inflamatérios em 6rgéos periféricos e hipotdlamo (Cintra et
al. 2012; V Oliveira et al. 2015).

Quanto ao perfil glicémico, foi observado aumento nos niveis basais de glicose
circulante, entretanto com quadro de resisténcia a insulina ausente. De forma
consistente aos dados observados neste estudo, outros que avaliaram o metabolismo
glicidico pelo teste de clamp euglicémico-hiperinsulinémico em roedores apos curto
consumo de HFD, também ndo observaram resisténcia periférica a insulina, mas
resisténcia hepatica ao horménio e aumento significativo nos niveis basais de glicemia
(Lanthier, 2009 e Lee, 2011). Juntamente a tais observagdes, acredita-se que 0 aumento
na producao hepatica de glicose (Lee, 2011) seja também efeito do consumo agudo de
dieta rica em gordura e que pode justificar o aumento na glicemia de jejum, mesmo sob
auséncia da sensibilidade periférica a insulina. No presente trabalho, verificou-se que a
presenca do Oleo de linhaca na dieta hiperlipidica, foi capaz de modificar a resposta
glicidica dos animais ap0s sete dias, por manter os niveis da glicemia de jejum
semelhantes ao do grupo controle e ap6s quatorze dias de ingestdo por apresentar
maiores taxas de decaimento da glicose em teste de tolerancia a insulina.

Os acidos graxos poli-insaturados além de atuarem na geracado de lipidios bioativos
envolvidos em atividade anti-inflamatoria, como as resolvinas, eles podem também
ativar receptores presentes na membrana plasmatica de diversos tecidos (White 2014).
Em modelo de obesidade a melhora na homeostasia do metabolismo glicidico apos
tratamento com &cidos graxos poli-insaturados dietéticos tem sido atribuida a ativacao
de receptores GPR120 presentes no figado, musculo e tecido adiposo (V. Oliveira et al.
2015).

Além disso, muito se tem discutido a respeito do papel do GPR40 no controle
glicémico, pois sua ativacdo esta fortemente ligada ao aumento da secrecdo de insulina,
independente da glicose (Moran, Flatt, and McKillop 2016). O GPR40 é amplamente
distribuido em tecidos que controlam a homeostase glicémica, como as células f

pancredtica e enteroenddcrinas do tipo I, K e L, que sdo responsaveis pela secrecdo dos
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horménios colecistoquinina (CCK), peptideo inibidor gastrico (GIP) e GLP-1,
respectivamente (Mancini and Poitout 2013). Nesse contexto, apesar de haver
evidéncias demonstrando mecanismos envolvidos no aumento da secrecdo de insulina
por ativacao das subunidades Gagll gerando aumento da concentracdo intracelular de
calcio, via ativacdo da fosfolipase C (PLC), ainda ndo sdo claras todas as etapas nessa
sinalizacéo celular que estimula a exocitose dos granulos de insulina (Moran et al. 2016;
L. Wang et al. 2011).

Além dos tecidos metabdlicos que controlam a homeostase glicémica os tecidos de
barreira, como o epitélio, também responde aos estimulos inflamatoérios oriundos da
alimentacdo (Ménard, Cerf-Bensussan, and Heyman 2010). O epitélio ndo atua apenas
como barreira fisica da mucosa, mas como integrante ativo na regulacdo do sistema
imune inato e adaptativo (Kurashima, Goto, and Kiyono 2013). As células do epitélio
intestinal expressam uma grande variedade de receptores de moléculas pré e anti-
inflamatorias, incluindo TNFa e IL10. O TNFa, além de outras moléculas pro-
inflamatorias como a IL13 e o IFNy (interferon gama), podem afetar a funcdo de
barreira do epitélio por alterarem o padrdo de expressao de proteinas componentes do
sistema de adesdo e juncdo celular, porém, a IL10 pode atuar de maneira contraria,
normalizando a expressao das tight junctions (Pitman and Blumberg 2000).

O tipo e as quantidades de citocinas inflamatérias expressas no intestino em
resposta ao consumo de dieta hiperlipidica, parece ser dependente do tempo de
exposicdo. Wang e colaboradores observaram por técnica de imunohistoquimica
aumento progressivo dos niveis intestinais de TNFo em roedores durante nove dias de
consumo de HF (N. Wang et al. 2013). Em estudo de caracterizacdo do perfil
imunoldgico intestinal apds consumo de dieta hiperlipidica, verificou-se que apds sete
dias o ileo distal apresentou redugdo nos niveis de TNFa e da MCP-1 (Johnson et al.
2015). O consumo mais prolongado de seis e dezesseis semanas parece retomar 0S
elevados niveis de TNFo expressos no intestino (Ding et al. 2010), de maneira
dependente a microbiota intestinal. Além disso, outros componentes do processo
inflamatorio intestinal como o IFNy e a interleucina 17 (IL-17) também mantiveram
altos niveis de expressdao apOs consumo de dieta hiperlipidica por doze a dezesseis
semanas (Luck et al. 2015). Alguns trabalhos com modelos mais agressivos de
inflamacédo intestinal apontam a IL6 como tendo importante papel no processo de
disfuncédo da barreira do epitélio intestinal (Q. Wang et al. 2013; Yang et al. 2003). No
presente trabalho, observamos significante aumento nos transcritos de IL6 no ileo distal
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apenas dos animais em consumo de HF contendo o Gleo de linhaca ap6s 14 dias.
Contudo, nesses animais ndo foi observado redugdo dos transcritos de proteinas
constituintes da adesdo celular ou mesmo aumento nos transcritos pro-inflamatorios.
N&o ha um consenso sobre o papel da IL-6 em mecanismos pré (Nullens et al. 2016;
Yang et al. 2003), anti-inflamatorio (Ropelle et al. 2010; Starkie et al. 2003) ou de
regulacdo da permeabilidade intestinal (Suzuki, Yoshinaga, and Tanabe 2011). Maiores
investigacOes sobre o papel o da citocina IL6, de acordo com suas concentragdes, tecido
ou células alvo se fazem necessérias.

Os niveis de citocinas pré e anti-inflamatorias expressas no ileo distal dos animais
no presente estudo, com exce¢do da IL1J que apresentou aumento progressivo, parecem
demonstrar alteracdes de upregulation apés trés dias, seguidas de downregulation ou
retorno dos niveis basais apds sete dias e por fim, novamente uma possivel upregulation
ap6s quatorze dias de consumo de HF, como um processo de “on-off-on”. E possivel
que as alteracOes observadas no presente estudo, durante os trés periodos de consumo
agudo da HF sejam reflexos de resposta inata, e efeitos deletérios do consumo mais
prolongado, observados em outros trabalhos, sejam reflexos de respostas do sistema
imune inato e adaptativo em conjunto. Thaler e colaboradores (2012) observou algo
semelhante no sistema nervoso central de roedores que consumiram HFD, e sugeriu que
0 desaparecimento temporario de marcadores inflamatorios, possa ser um mecanismo
neuroprotetor para limitar os danos, porém, se o estimulo agressor persistir a resposta
seria novamente “ligada”.

A ativacdo do processo inflamatdrio intestinal envolve muitos processos celulares,
como alteracéo dos receptores nucleares PPARs, LXRs e FXRs (Wit et al. 2008), e em
marcadores do estresse de reticulo endoplasmatico, causado pela producdo exacerbada
de mucina 2 (Gulhane et al. 2016). Esses processos celulares parecem estar presentes
durante o consumo de dietas gordurosas. A ativacdo do NF-«kB em diferentes tipos
celulares no intestino (Ding et al. 2010), o aumento da atividade da mieloperoxidase
(MPO) (de La Serre et al. 2010) bem como alteragdes nas proporcdes dos filos de
bactérias presentes na microbiota intestinal (Lam et al. 2015) sdo mecanismos propostos
como responsaveis pelo estado inflamatério de baixo grau induzido pela dieta
hiperlipidica. Além disso, elevados niveis de TNFa, em colon de ratos com obesidade
induzida por dieta gordurosa, tem sido apontado como fator chave na ativacdo da via
Whnt, que esta relacionada ao desenvolvimento de cancer no célon (Z. Liu et al. 2012).
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Sabe-se que 6mega 3 (acido linolénico) exerce efeitos anti-inflamatorios em
diversos tecidos em modelo animal com inflamac&o induzida pelo consumo de dieta rica
em gordura saturada (Bashir et al. 2015; V Oliveira et al. 2015). Recentemente foram
demonstrados os efeitos do consumo do dleo de linhaca na obesidade, como tendo
possivel papel imunomodulador, reduzindo a infiltracdo de macréfagos no tecido
adiposo e figado, além de reduzir a expressdo de TNFa e INFy pelas células adiposas
(Bashir et al. 2015). No presente estudo foi observada possivel prote¢do ao aumento do
TNFa ¢ da IL1B no ileo distal dos animais que receberam dieta hiperlipidica contendo
6leo de linhaca. Outros trabalhos observaram redug¢do nos niveis de TNFo apds
tratamento com 6mega 3, tanto em linfécitos intraperitoneal do intestino de animais
com obesidade induzida por dieta (Wang et al. 2008), quanto em modelo animal de
inflamacao intestinal (Y. Liu et al. 2012; Zhao et al. 2015).

Em relacdo a modulacdo da quantidade de receptores de acidos graxos acoplados a
proteina G expressos no intestino, quando induzidos pelo consumo de dieta rica em
gordura, o observado na literatura tem sido o aumento da expressdo apenas apos longos
periodos de consumo (Paulsen et al. 2014). Além disso, maiores niveis de GPR120 e
GPR40 expressos no intestino parecem estar positivamente correlacionados com
maiores valores de indice de massa corporal em seres humanos (Little et al. 2014). Um
curto periodo de exposicéo a dieta hiperlipidica ndo alterou as quantidades expressas de
GPR120 no ileo distal dos animais experimentais no presente estudo. Porém, os niveis
de GPR40 foram significativamente maiores no sétimo dia de consumo. Curiosamente,
foi também apds sete dias de consumo, que os animais do grupo HF+FS apresentaram
diferencas glicemia de jejum quando comparados ao grupo HF. Sugerem-se maiores
investigacOes sobre o papel do GPR40, ndo apenas em vias de secrecdo de granulos de
horménios incretinicos, mas também na imunologia da mucosa intestinal, ja que a
secrecdo de peptideos pelas células de Paneth € regulada pela mobilizacdo de célcio
citosélico oriundo dos estoques intracelulares ou pelo influxo de célcio extracelular
(Davis and Dickey 2008; Groblewski et al. 1999).

As claudinas pertencem a uma familia de moléculas de adesdo celular localizadas
principalmente na regido apical das tight junctions (Furuse and Tsukita 2006).
Diferentemente das outras claudinas, a claudina 7 estd presente na regido basolateral e
sua auséncia pode gerar danos a morfologia do epitélio, principalmente por reduzir a
interacdo da sub-unidade o2 da integrina com a Claudina-1 gerando danos ao tecido

relacionados ao processo inflamatorio (Ding et al. 2012).
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Em relacdo as quantidades génicas dos componentes das tight junctions avaliadas
neste trabalho, é possivel que os efeitos moleculares observados sejam também em
resposta de uma interacdo entre o sistema imune da mucosa e 0S Mmecanismos
morfofisioldgicos do epitélio intestinal frente a presenca de grandes quantidades de
acidos graxos. O processo de absorcdo de gorduras per se pode estar relacionado a
ativacdo de células do enterdcito e do sistema imune (ex. macréfagos e linfocitos intra-
epiteliais), estimulando-as a produzirem citocinas pré-inflmatorias (Ji, Sakata, and Tso
2011).

Os acidos graxos poli-insaturados do tipo 6mega 3 tem sido propostos como alvo de
estratégia terapéutica para doencas inflamatdrias intestinais, por promoverem efeitos
anti-inflamatorios e melhorarem a funcgéo de barreira do epitélio (Generoso et al. 2015;
Xiao et al. 2015). A melhora na funcéo de barreira intestinal promovida pelo édmega 3,
parece estar relacionada ao aumento da expressdo de proteinas de juncdo celular ZO-1 e
Ocludina (Zhao et al. 2015). Além disso, 0 GLP-2 tem sido proposto como atuante no
controle da permeabilidade e homeostase da barreira intestinal (Cani et al. 2008; Dong
et al. 2014). Johnson e colaboradores (2015) demonstraram aumento na permeabilidade
intestinal durante trés dias de consumo de dieta hiperlipidica. Sugere-se realizar maiores
investigacGes sobre o papel dos receptores GPR120 e GPR40 em células
enteroenddcrinas do intestino de animais frente ao consumo agudo e crénico de HF e
HF contendo diferentes quantidades de dleo rico em &cidos graxos poli-insaturados,
bem como sua possivel modulacdo na secrecdo dos hormoénios incretinicos.

Portanto, é proposto que o &cido graxo alfa-linolénico, oriundo do éleo de linhaca,
considerado das fontes economicamente mais acessiveis de 6mega 3, possa participar
em processos de regulacdo de mecanismos inflamatorios atenuar o processo

inflamatdrio agudo intestinal induzido pelo consumo de dieta rica em gordura saturada.
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7. CONCLUSAO

Com base nas observacdes obtidas no presente estudo, conclui-se que a substituicao
de 10% do conteudo de gordura rica em &cidos graxos saturados presentes na dieta
hiperlipidica por 6leo rico em &cidos graxos do tipo poli-insaturado foi capaz de:

1. Atenuar a hipertrofia dos coxins adiposos, além de manter melhores respostas na
acao da insulina.

2. Modificar as quantidades génicas de pardmetros inflamatérios no intestino
delgado, reduzindo os niveis de IL1p e aumentando os niveis de IL6.

3. Aumentar os niveis de transcritos do receptor GPR40, sendo necessarias maiores
investigacOes sobre as vias celulares que estdo envolvidas com a ativagdo desse
receptor de acordo com o tipo celular da mucosa intestinal, bem como seu papel
no controle metabdlico e imunoldgico.

4. Manter maiores niveis de expressdo de ZO-1 no ileo distal ao longo do

tratamento quando comparados ao dos animais que receberam HFD.

Portanto, sugerem-se mais estudos envolvendo o consumo dessa fonte
economicamente acessivel de dmega 3, o 6leo de semente de linhaca, em modelos de
consumo agudo e recorrente de dieta hiperlipidica rica em gordura saturada, como
forma de mimetizar o perfil alimentar humano, e assim verificar possiveis atenuacées de
alteracdes envolvidas na génese da obesidade e consequentemente gerar novas
prescricdes dietéticas deste nutriente que possam contribuir com a prevencao e terapia

da obesidade e suas patologias associadas.
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9. ANEXOS

Anexo 1 — Aprovagdo do Comité de Etica no uso de animais

uNnicaAme ‘ oo Jk

CEUA/UNICAMP

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado "Perfil inflamatdrio no intestino distal de

camundongos submetidos a diferentes fontes lipidicas", protocolo n® 3997-1, sob a

responsabilidade de Prof. Dr. Dennys Esper Correa Cintra / Patricia Brito Rodrigues,

que envolve a producdo, manutencdo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica ou ensino,
encontra-se de acordo com os preceitos da LEI N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008,
que estabelece procedimentos para o uso cientifico de animais e do DECRETO N° 6.899,
DE 15 DE JULHO DE 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentacdo Animal - CONCEA, e foi aprovado pela Comissao de Etica
no Uso de Animais da Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP, em 17
de setembro de 2015.

Vigéncia do projeto: 10/2015-12/2016 .
Espécie/Linhagem: Camundongo isogénico / C57BL/6J

No. de animais: 96

Idade/Peso: 04 semanas / 20g
Sexo: machos

Origem: CEMIB/UNICAMP

A aprovacdo pela CEUA/UNICAMP nao dispensa autorizagdao prévia junto ao IBAMA,
SISBIO ou CIBio.

Campinas, 17 de setembro de 2015. [
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Profa. Dra. Liana Maria Cardoso Verinaud Fa'tirna/'Alonso
Presidente Secretaria Executiva



