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RESUMO

CASTRO, Natalia Gomes Casanova de Oliveira. Avaliacdo da incorporacdo do
acido graxo alfa-linolénico [n-3] dos 6leos de rosa mosqueta [Rosa aff. rubiginosa] e
chia [Salvia hispanica L.] e efeito destes 6leos sobre a atividade inflamatoria tecidual.
Dissertacdo (Mestrado em Nutricdo Humana)-Instituto de Nutrigdo Josué de
Castro, Universidade Federal do Rio de Janeiro, 2017.

O consumo de éacidos graxos poli-insaturados (AGPI) 6mega-3 (n-3) esta
associado a beneficios diversos a satde, como menor ativacdo de vias inflamatorias e
menor risco para desenvolvimento de doencas crdnicas ndo transmissiveis. Estes AGPI
sdo encontrados em alimentos como animais marinhos, fontes dos &cidos
docosahexaenoico (DHA) e eicosapentaenoico (EPA), e também em sementes, fontes de
acido alfa-linoléncio (ALA). Em contrapartida, o elevado consumo de AGPI 6mega-6 (n-
6), encontrado em carnes como a bovina e 6leos vegetais, como os de milho e soja, quando
associado a baixo consumo de AGPI n-3, pode caracterizar inadequada ingestao dietética
da raz&o n-6/n-3. O consumo desbalanceado destas familias de AGPI esta relacionado a
maleficios a salde, dentre os quais podemos destacar maior risco de desenvolvimento de
obesidade, doencas cardiovasculares, diabetes mellitus tipo 2 e inflamag&o tecidual e
sistémica. No presente estudo buscou-se investigar se a origem do AGPI n-3 dietético
(marinho ou vegetal) produz efeitos distintos sobre a modulacdo do metabolismo lipidico
e de mediadores da atividade inflamatéria tecidual. Camundongos machos C57BL/6
foram aleatoriamente distribuidos em quatro grupos experimentais, de acordo com a ragao
manipulada, normolipidica e isoenergética, oferecida do quadragésimo segundo dia de
vida até o sexto més de vida, contendo fontes lipidicas distintas (grupo soja = GS, grupo
chia = GCh, grupo rosa mosqueta = GRM, grupo peixe = GP). Aos 180 dias de idade, 0s
animais foram submetidos ao teste de tolerancia intraperitoneal a glicose (TTIG), e, aos
200 dias, a coleta de sangue por puncdo cardiaca, seguida de eutanasia. Conteudos
plasmaticos de glicose, triacilglicerois, colesterol total e fracdo HDL foram determinados
por ensaios enzimaticos colorimétricos. A composicdo de AG do plasma e tecidos foi
determinada por cromatografia gasosa. Teores plasmaticos e teciduais de adiponectina,
leptina, resistina, insulina, 1L-6, IL-10 e TNF-a foram analisados por ensaio imunologico
multiplex. A quantificagdo de proteinas envolvidas na via inflamatéria modulada por

TLR4 e NF-kB foi feita por western Blotting. As analises estatisticas foram realizadas



com programa GraphPad Prism, versdo 5.0, sendo estabelecido p<0,05. A modificacdo
da fonte lipidica na dieta dos animais ndo influenciou o consumo alimentar nem a
evolugdo ponderal dos mesmos. Plasma, figado e cérebro de animais do mesmo grupo
incorporam diferentes concentracdes de AG, demonstrando que cada tecido apresenta
suas peculiaridades metabolicas, que favorece sua maior ou menor incorporagédo de cada
AG. Valores plasmaticos de colesterol total foram reduzidos pela maior ingestdo de AGPI
n-3. A manipulacéo das razfes n6:n3 dietéticas ndo alterou concentracdes plasmaticas de
glicose, triglicerideos, adiponectina e nem tolerancia a glicose. Ingestdo de maiores
quantidades de AGPI n-6 ndo resultou em maior conteudo das proteinas da via
inflamat6ria modulada pelo TLR-4/NF-«xB.

Palavras-chave: razdo n-6/n-3, acido alfa-linolénico, 6leo de chia, 6leo de rosa

mosqueta, inflamacdo, adipocinas, citocinas, homeostase glicémica, colesterol.



ABSTRACT

CASTRO, Natalia Gomes Casanova de Oliveira. Alpha-linolenic acid derived from
chia [Salvia hispanica L.] and rosa mosqueta [Rosa aff. rubiginosa] and its effects on
tissue inflammation. Dissertacdo (Mestrado em Nutricdo Humana)-Instituto de

Nutrigcdo Josué de Castro, Universidade Federal do Rio de Janeiro, 2017.

Omega-3 (n-3) polyunsaturated fatty acids (PUFA) consumption is associated
with numerous health benefits, such as lower activation of inflammatory pathways and
lower risk for metabolic diseases development. Food sources of n-3 PUFA include marine
animals, wich provide docosahexaenoic acid (DHA) and eicosapentaenoic acid (EPA),
and also plant sources, such as seeds, wich provide alpha-linolenic acid (ALA). High
ingestions of omega-6 (n-6) PUFA, found in bovine meet and vegetable oils such as soy
and corn oils, associated with low ingestions of n-3 PUFA, may characterize an
inadequate n-6/n-3 dietetic ingestion, associated with higher risks for obesity, type 2
diabetes mellitus and cardiovascular disease development, and also greater tissue and
systemic inflammation. The present study evaluated if the source of n-3 PUFA (vegetable
or marine) produces different effects on lipid metabolism and inflammatory tissue
mediators. C57BL/6 mice were randomly distributed in four experimental groups,
according to the normocaloric and isoenergetic chow they were fed, from weaning to the
sixth month. Diets varied only according to the lipid source added, constituiting soy group
(GS), chia group (GCh), rosa mosqgueta group (GRM) and fish group (GP). When animals
completed 180 days, they were submitted to intraperitoneal glucose tolerance test, and at
200 days of life, they were submitted to blood arrest through cardiac punction and
euthanized. Plasma glucose, triglyceride, total cholesteral and HDL were determined
through enzymatic colorimetric assay. Fatty acid composition of plasma and tissues was
determined with gas chromatography. Plasma and tissue levels of adiponectin, leptin,
resistin, insulin, IL-6, IL-10 and TNF-a were determined with multiplex immunoassay.
Western Blotting analyses quantified proteins envolved in the inflammatory pathway
modulated by TLR4 and NF-kB. GraphPad Prism 5.0 software was used for the statistical
analysis, with p<0.05. Chow consumption and body weight evolution were not influenced
by modifications in dietary lipids. Plasma, liver and brain obtained from animals of the
same groups incorporated fatty acids in distinct manners, demonstrationg that each tissue

has metabolic singularities wich favour the greater or lower incorporation of each fatty



acid. Plasma total cholesterol was lower in the groups consuming diets with higher n-3
PUFA content. Dietetic n-6/n-3 ratio manipulation did not alter plasma glucose,
triglyceride, adiponectin nor glucose tolerance. Higher n-6 PUFA ingestion did not result

in higher contents of the proteins involved in the TLR-4/NF-kB inflammatory pathway.

Keywords: n-6/n-3 ratio, alpha-linolenic acid, chia oil, rosa mosqueta oil, inflammation,
adipokine, citokine, glucose homeostasis, cholesterol.
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1 INTRODUCAO

O consumo de acidos graxos poli-insaturados (AGPI) da familia 6mega-3 (n-3),
especialmente os acidos eicosapentaenoico (EPA) e docosahexaenoico (DHA), esta
associado a beneficios a saude. Dentre os efeitos positivos atribuidos a estes 4cidos graxos
(AG) destacam-se, reducdo de risco para doenca cardiovascular (DCV), promocdo do
desenvolvimento visual e neuroldgico bem como recurso terapéutico no tratamento da
esteatose hepética e resisténcia a insulina (RI), induzidas por obesidade (GONZALEZ-
PERIZ et al., 2009) e de doencas inflamatérias, como artrite e asma (BAKER et al., 2016).

Todavia, ja foram detectadas concentracdes séricas muito reduzidas de EPA e DHA
nas populagdes das Américas do Norte, Central e do Sul, Oriente Médio, Sudeste Asiatico
e Africa (IAN GIVENS; GIBBS, 2008). As principais fontes dietéticas destes AGPI s&o
peixes marinhos e outros frutos do mar (IAN GIVENS; GIBBS, 2008). A pratica da
aquicultura vem aumentando nas ultimas décadas, quando comparada a pesca em
ambiente marinho, cuja contribuicdo para o consumo humano encontra-se estagnada
desde 1990. As espécies cultivadas em aquicultura, entretanto, dependem da
suplementacéo de 6leo de peixes de vida livre para fornecer EPA e DHA. Estima-se que
a producdo atual de pescados seja capaz de suprir apenas 6% da populagdo mundial com
quantidades suficientes de EPA e DHA, capazes de proporcionar teores séricos elevados
destes AG, associados a incorporacdo em eritrocitos acima de 8% (STARK et al., 2016).

As recomendac6es de ingestdo de AG n-3 vigentes ndo sao consensuais. O Instituto
de Medicina (Institute of Medicine, IOM) sugere que o consumo adequado para 0 AG
alfa-linolénico (ALA) seria 1,6 g/dia para homens e 1,1 g/dia para mulheres, de 19 a 70
anos, mas ndo propde recomendacdes de ingestdo para EPA e DHA (IOM, 2005). A
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) recomenda que a ingestdo de AG n-3 seja
equivalente a 0,5 a 2 % do total de energia consumido no dia, fornecendo no minimo 250
mg de EPA e DHA, podendo chegar a 2 g ao dia, no caso de prevenc¢do secundaria de
DCV (OMS, 2008). Ja a International Society for the Study of Fatty Acids and Lipids
(ISSFAL) sugere consumo diario de pelo menos 500 mg/dia destes AG (ISSFAL, 2004).
Quanto as orientacdes de drgdos brasileiros, a Sociedade Brasileira de Cardiologia
recomenda suplementagdo de capsulas com 1g de dmega-3 (EPA+DHA) ao dia ou a
ingestdo de pelo menos duas refei¢des a base de peixe por semana, para diminuir o risco

cardiovascular de individuos com risco baixo a moderado (SANTOS et al., 2013).
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A Organizacdo Mundial de Saude, em 2011, classificou a DCV como a principal
causa de 6bito no mundo, sendo responsavel por 30% das mortes globais, e também no
Brasil (SANTOS et al., 2013). A aterosclerose é a base fisiopatologica para eventos
cardiovasculares, e caracteriza-se por processo inflamatério crénico na parede vascular,
acompanhado de elevacdo de marcadores inflamatérios séricos. A Sociedade Brasileira
de Cardiologia recomenda rigoroso controle de fatores de risco cardiovascular, tanto para
individuos que ja apresentaram evento cardiovascular quanto para aqueles assintomaticos
(SANTOS et al., 2013). A razdo dietética 6mega-6/6mega-3 é discutida no contexto da
patogénese das doencas inflamatdrias e cardiovasculares e evidéncias sugerem que, para
promocdo da saude geral, esta razdo deveria ser menor do que a atualmente consumida
pela populacéo ocidental (CANDELA; LOPEZ; KOHEN, 2011).

Em contrapartida as recomendagdes atuais de ingestdo de AG, na populacdo
brasileira, ja foi constatada tendéncia para reducdo do consumo de alimentos fontes de
AGPI n-3 e predominio da utilizacdo do 6leo de soja, fonte de AGPI n-6, além de aumento
na ingestdo de gorduras totais e &cidos graxos saturados (AGS) (INSTITUTO
BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, IBGE, 2010). Paralelamente,
observa-se prevaléncia de doengas cronicas ndo transmissiveis no perfil nacional de
morbimortalidade, incluindo a obesidade e suas comorbidades (IBGE, 2015). O &cido
linoleico (AL) é comumente encontrado na alimentacao ocidental (WHELAN, 2013), e
estd, assim como o seu derivado de cadeia longa, acido araquidénico (AA), associado ao
maior risco de doencas cronicas, particularmente DCV, esteatose hepatica e doencas
neuroldgicas (SANTOS et al., 2013; SCORLETTI; BYRNE, 2013; COLE; MA;
FRAUTSCHY, 2010).

Os Gleos vegetais extraidos das sementes de chia e rosa mosqueta se apresentam
como possiveis alternativas ao consumo de EPA e DHA, uma vez que séo fontes de ALA
(VUKSAN et al., 2007; NOWAK, 2005). Mamiferos dispdem de enzimas capazes de
converter ALA em EPA e DHA, adicionando mais carbonos e insaturacfes a cadeia
carbonada daquele AG essencial (BRENNA et al., 2009). Ademais, o proprio ALA
apresenta, dentre outras, propriedades anti-inflamatorias (ERDINEST et al., 2012; REN;
CHUNG, 2007), podendo contribuir para reducdo da inflamacao e risco de DCV.

Frente as preocupacfes quanto a sustentabilidade da pesca, aos limitados estoques
de peixes selvagens e cultivados em aquicultura e ao reconhecimento da importancia dos

AGPI n-3 para a saude, faz-se necessaria alternativa para o fornecimento destes AGPI na
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alimentacdo. Neste contexto, a presenga de ALA, em alimentos de origem vegetal, tem
suscitado interesse, na medida em que pode constituir alternativa a ingestdo de EPA e

DHA pré-formados.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 DefinicBes e metabolismo de acidos graxos

Acidos graxos sdo componentes dietéticos com funcdes metabdlicas, estruturais e
funcionais no organismo, integrando membranas celulares, atuando como precursores de
moléculas sinalizadoras e reguladores de respostas celulares, além de fornecerem energia
(CALDER, 2012). Os acidos graxos que compdem os triacilglicerois (TAG) dos 6leos
comestiveis podem ser saturados ou insaturados. As estruturas insaturadas possuem uma
ou mais duplas ligacGes ao longo da sua cadeia carb0nica, existindo na natureza trés
familias desses compostos, designados pela letra “n” ou “6mega (®)”, indicando a posi¢ao
da primeira dupla ligacdo a partir do grupamento metil terminal (CONNOR, 2000). Séo
denominados AGPI aqueles que contém duas ou mais duplas ligacbes na configuragédo
cis. As familias 6mega-3 (n-3) e 6mega-6 (n-6) apresentam fun¢des bioquimicas distintas,
e ndo sdo permutaveis no organismo humano. Os principais constituintes da familia n-3
sdo os acidos alfa-linolénico (ALA; C18:3 n-3), eicosapentaenoico (EPA; C20:5 n-3) e
docosaexaenoico (DHA; C22:6 n-3), enquanto na familia n-6, incluem-se os &cidos
linoleico (AL; C18:2 n-6) e araquidonico (AA; C20:4 n-6) (ARBEX et al., 2015).

Os 6leos vegetais comercialmente disponiveis, extraidos do milho, da soja e das
sementes de girassol contém AGPI n-6, predominantemente, o0 AL. De outro modo, o
contelido de AG da familia n-3 entre estes dleos é bastante reduzido (ou inexistente).
Constituem excecdes os 6leos obtidos da canola e da semente de linhaga, que sao ricos
em ALA (MARTIN et al., 2006). O organismo humano ndo é capaz de sintetizar
endogenamente tanto o0 ALA quanto o AL, que sdo, por isso, denominados acidos graxos
essenciais, devendo ser obtidos por meio da ingestdo de alimentos (VALENZUELA et
al., 2014).

Tanto o AL quanto o ALA podem ser dessaturados e alongados, por meio de
enzimas dessaturases (delta (A) 5 e A6) e elongases, expressas em vdrios tecidos, com
maior atividade no tecido hepatico, formando AG mais insaturados e de cadeia mais
longa, denominados acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa (AGPICL)
(BENATTI et al., 2004). A partir destas rea¢des, o0 AL tem como produto principal o
AGPICL araquiddnico, e 0 ALA, EPA e DHA (VALENZUELA et al., 2014).

A fonte dietética de AGPICL pré-formado sdo os alimentos de origem animal.

Acido araquidonico é encontrado nas carnes, enquanto EPA e DHA, nos 6leos ou
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gorduras provenientes de animais marinhos, particularmente de peixes de elevado
conteddo lipidico, como salméo e atum (MARTIN et al., 2006).

Contudo, estudos sugerem que consumo elevado de AL interfere na dessaturacéo
de ALA devido a competi¢ao destes AG pela enzima A6-dessaturase, colaborando com
maiores teores de AA, em detrimento de EPA e DHA (SMINK et al., 2012; WIEN et al.,
2010). Com isso, destaca-se a importancia de recomendacdes que levem em consideracédo
a razdo n-6:n-3 mais favoravel a formacéo de EPA e DHA (SANTOS et al., 2013).

Acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa com 20 carbonos, como 0 AA, ap6s
incorporagdo nas membranas fosfolipidicas celulares, servem de precursores para a
sintese de eicosanoides (LORENTE-CEBRIAN et al., 2013), moléculas geradas pela agcdo
das enzimas cicloxigenase (COX) e lipoxigenases (LOX) (CALDER, 2010). Estes
compostos, denominados prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos, agem como
mediadores, modulando a intensidade e duracéo das respostas inflamatorias (CALDER,
2010). Eicosanoides também podem ser produzidos pela COX e LOX a partir do EPA, e
sdo diferentes daqueles produzidos a partir do AA, pois possuem menor poténcia e
atividade bioldgica (CALDER, 2010). De forma geral, os eicosanoides derivados do AA
agem como pro-inflamatérios, enquanto que os derivados de AGPICL da familia n-3
apresentam menor atividade inflamatéria (LORENTE-CEBRIAN et al., 2013). Ademais,
eicosanoides derivados de EPA podem antagonizar a acdo dos gerados pelo AA
(CALDER, 2010) (Figura 1).

Acido araquiddnico EPA DHA
PG de série 2 LT de série 4 PG de série 3 LT de série 5 Resolvinas Resolvinas de série
\ } \ de série E D e protectinas }
Alto potencial pré-inflamatério Baixo potencial pro-inflamatério Anti-inflamatérios e resolugé@o

de inflamacéo

Figura 1. Sintese e acdo de mediadores lipidicos produzidos a partir de acido araquiddnico, EPA
e DHA. EPA: 4cido eicosapentaenoico; DHA: &cido docosahexaenoico; COX: cicloxigenase;
LOX: lipoxigenase; PG: prostaglandinas

Fonte: adaptado de Calder (2010).

Atualmente sdo descritos diversos mecanismos pelos quais EPA antagoniza os
efeitos pro-inflamatdrios do AA. O consumo de EPA reduzir o conteddo de AA na
membrana fosfolipidica, reduzindo a disponibilidade deste AGPICL para sintese de
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eicosanoides. Também ocorre inibicdo, mediada por EPA, da hidrolise de AA presente
na membrana de células do sistema imune. Apos liberagdo da membrana celular, induzida
pela enzima fosfolipase A2, EPA também compete com AA para conversdo em
eicosanoides, por meio das enzimas COX e LOX. Adicionalmente, os eicosanoides
derivados do EPA competem com aqueles derivados do AA por ligagdo a sitios celulares,
alterando a resposta subsequente (HINTZE; TAWZER; WARD, 2016).

Com o aumento da ingestdo de EPA, e consequente reducdo do conteldo de AA
nos fosfolipidios de membranas, a disponibilidade deste AGPICL n-6 para a sintese de
eicosanoides potencialmente inflamatorios, notadamente prostaglandinas de série 2 e
leucotrienos de série 4, também se reduz. Desta forma, é favorecida a producéo de outros
eicosanoides, com menor atividade inflamatoria, derivados da familia n-3, incluindo
prostaglandinas de série 3, leucotrienos de série 5, resolvinas de série E e D e protectinas
(Figura 2) (CALDER, 2012). Estes mediadores apresentam atividade potencialmente
capaz de reverter inflamacdo, inibindo a producéo de citocinas pré-inflamatorias, dentre
outros mecanismos de acdo (CALDER, 2010). Devido a este potencial, resolvinas e
protectinas sdo consideradas protetoras, em modelos animais, para diversas condi¢fes
patoldgicas, dentre elas Rl e aterosclerose (WEYLANDT et al., 2012).

Acido linoleico (18:2 n-6) Acido o-linolénico (18:3 n-3)
A6-dessaturase

Acido gama-linoleico (18:2 n-6) Acido estearidonico (18:4 n-3)
l Elongase l
PG1 & )
TXAl |«— Acido dihomo-gama-linolénico (20:3 n-6) Acido eicosatetraenoico (20:4 n-3)
LT3
l AS-dessaturase l
PG2 ]
TXA2  |e—— Acido araquidénico (20:4 n-6) Acido eicosapentaenoico (20:5 n-3) —*
LT4
Elongase
Acido docosatetraenoico (22:4 n-6) Acido docosapentaenoico (22:5 n-3)
l Elongase l

Acido tetracosatetraenoico (24:4 n-6)

Acido tetracosapentaenoico (24:5 n-6)

l

Acido docosacosapentaenoico (22:5 n-6)

Acido tetracosapentaenoico (24:5 n-3)

A6-dessaturase
Acido tetracosahexaenoico (24:6 n-3)

p-oxidacao l

Acido docosahexaenoico (22:6 n-3)

PG3
TXA3
LTS5
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Figura 2. Metabolismo dos &cidos graxos das familias n-6 e n-3. PG: prostaglandinas; TXA:
tromboxanos; LT: leucotrienos; A: delta.
Fonte: adaptado de Nakamura e Nara (2004).

Tanto EPA quanto DHA sdo capazes de reduzir a liberacdo de AA de fosfolipidios
de membrana, inibindo a acdo da enzima fosfolipase A2 (RUSSELL; BURGIN-
MAUNDER, 2012). Desta forma, a ingestdo e incorporacdo tecidual de AGPICL n-3
podem neutralizar os efeitos de eicosanoides provenientes dos AGPICL n-6 (LORENTE-
CEBRIAN et al., 2013).

2.2 Razdo n-6:n-3

A dieta ocidental atual caracteriza-se por ingestdo aumentada de AG da familia n-
6, acompanhada de reducdo no consumo de AG da familia n-3, quando comparada a dieta
padrdo do homem primitivo. Postula-se que durante a evolucdo da espécie humana, a
razao dietética n-6:n-3 era 1:1. Consideradas as caracteristicas vigentes da dieta ocidental,
esta razdo tem alcangado valor igual ou superior a 20:1(SIMOPOULOQS, 2016; YANG et
al., 2016; CANDELA; LOPEZ; KOHEN, 2011). Aumento na prevaléncia de sobrepeso
e obesidade vem sendo associado a esta alteracdo na proporc¢éo dietética de cidos graxos
(SIMOPOULOQS, 2016).

Recomendacdes vigentes, relacionadas ao consumo de 6leos e gorduras, sugerem
evitar alimentos com quantidades elevadas de AGS, AG trans e colesterol, destacando-
se a indicacdo para que se dé preferéncia aos alimentos fontes de &cidos graxos
monoinsaturados (AGMI) e AGPI n-3, diminuindo o consumo de AG n-6 (BRASIL,
2011). Assim, busca-se reduzir a elevada razdo n-6:n-3 da dietas ocidentais tipicas
(SIMOPOULOQS, 2006).

O Institute of Medicine considera satisfatdria razdo n-6:n-3 entre 10:1 e 5:1 (I0OM,
2002). Dados obtidos por meio de experimentacdo animal indicam 1:1 como proporcao
ideal (HINTZE; TAWZER; WARD, 2016; FURST, 2002), no entanto, ainda existe
controvérsia envolvendo esta questao, cuja importancia reside no reconhecimento de que
0 consumo excessivo de AG de uma familia pode inibir a dessaturagdo de quantidades
menores de AG da outra. Ambas as familias de AG compartilham as enzimas envolvidas
nesta etapa metabolica (dessaturases A5 e A6), justificando o mecanismo de competi¢ao
(SMINK et al., 2012; WIEN et al., 2010; PAWLOSKY et al., 2003). Ademais, esses AG
desempenham agdes moleculares distintas, podendo exibir caracteristicas funcionais

antagonicas, de modo que o elevado contetdo dietético de AG n-6, em relacdo ao de n-3,
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pode contribuir para altera¢des no estado de saide (VALENZUELA et al., 2011; RUSSO,
2009).

Tendo em vista que as enzimas responsaveis pela conversdo de ALA em seus
AGPICL sdo as mesmas que metabolizam AL, é importante a adequacéo da razdo n-6:n-
3, pois a ingestéo excessiva de AL ou ALA resulta em aumento de conversdo do AG mais
abundante em seus AGPICL (ARTERBURN; HALL; OKEN, 2006). A enzima A6-
dessaturase converte AL e ALA, respectivamente, nos acidos gama-linolénico e
estearidonico. Estes AG sdo convertidos em AA ¢ EPA, por acdo da AS5-dessaturase.
Posteriormente, podem sofrer uma série de reacdes catalisadas pelas enzimas elongase e
A6-dessaturase, além de [-oxidacdo, levando, entdo, a formacdo de acido
docosapentaenoico (DPA, C22:5 n-6) e DHA (Figura 2) (HARRIS, 2006). Assim, o
consumo elevado de AL pode interferir no metabolismo do ALA, reduzindo sua
conversédo em EPA e DHA. Neste contexto, dietas com elevadas razdes n-6:n-3 podem
promover maior incorporagdo de AA, em detrimento de EPA e DHA, nas membranas
celulares, favorecendo, assim, maior producdo de mediadores pro-inflamatérios
(ARTERBURN; HALL; OKEN, 2006).

Modificagbes na composicéo de AG incorporados & membrana celular, decorrentes
de alteracGes dietéticas, podem afetar a fluidez desta estrutura bem como seu padréo de
producdo de mediadores lipidicos e peptideos moduladores da inflamagdo, como
moléculas de adesdo e citocinas, entre outras. Ademais, 0s mecanismos de sinalizacao
das membranas também podem ser modificados, levando a alteracBes na expressdo
génica. Conteudo mais elevado de EPA e DHA, e menor de AA, nas membranas
celulares, altera o padrdo de producdo de eicosanoides, resolvinas e mediadores
inflamatdrios. Em razdo disso, os AGPICL n-3 sdo reconhecidos como agentes
terapéuticos importantes em desordens nas quais ha participacdo de componentes
inflamatorios (CALDER, 2012).

2.3 Acido alfa-linolénico

Acido alfa-linolénico esta presente em alimentos como nozes e 6leos vegetais,
incluindo, canola, soja, linhaca, rosa mosqueta e chia, em diferentes propor¢oes (BAKER
et al., 2016; NOWAK, 2005). O adequado consumo de ALA € considerado importante
fator para manutencdo de concentragdes organicas suficientes de DHA, uma vez que

mamiferos dispdem das enzimas envolvidas na bioconversio destes AG (BARCELO-
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COBLUIIN et al., 2005). Neste sentido, o IOM estabelece ingestdo dietética de referéncia
(DRI, dietary reference intake), em gramas por dia, para 0 ALA, de acordo com o0 sexo e
as diferentes etapas do ciclo vital (I0M, 2005). Outros organismos internacionais também
apresentam recomendac0es para este AGPI. A European Food Safety Authority (EFSA)
propGe que o consumo de ALA deve alcancar 0,5 %, e 0 de AL, 4 %, do total de energia
da dieta, e recomenda, ainda, ingestdo diaria de 250 mg de EPA e DHA (ESFA, 2010).
Ja a ISSFAL sugere que 2 % do consumo de energia diario seja proveniente de AL,
enquanto 0,7 %, de ALA (ISSFAL, 2004).

A adequacdo dietética da proporcdo entre AL e ALA é importante uma vez que
estes AG competem pela utilizagdo da enzima A6-dessaturase (Figura 2). A razéo
AL:ALA é considerada, por isso, crucial para determinar as taxas de conversao dos
precursores em seus AG de cadeia mais longa e insaturada (EPA, AA e DHA). Elevado
consumo de AL parece inibir a conversdo de ALA em EPA, porém, ainda ndo esta
determinada a razdo AL:ALA a partir da qual esta inibigdo ocorre (BAKER et al., 2016).
O quadro 1 apresenta dados recentes, referentes ao consumo de AL e ALA, bem como a
sua razao, em diferentes paises.

Quadro 1. Consumo dos &cidos graxos alfa-linolénico (ALA) e linoleico (AL) em
diferentes paises, por homens e mulheres.

Pais ALA AL Razdo AL:ALA
(g/dia) (g/dia)

Homens Mulheres Homens Mulheres Homens Mulheres
Australia/Nova 1,4 0,9 12,8 9,1 9,1 10,1
Zelandia
Austria 1,5 1,3 13,6 12,4 9,1 9,5
Bélgica 1,7 1,4 16,6 12,8 9,8 9,1
Dinamarca 2,2 2,1 14,3 10,9 6,5 5,2
Finlandia 18 1,3 8,1 58 4,5 4,5
Alemanha 1,59 1,32 9,3 8,0 58 6,1
Grécia 0,6 0,7 9,3 9,9 15,5 14,1
Italia 0,8* 14,5* 18,1*
Holanda 1,95 1,26 17,8 12,0 9,1 9,5
Noruega 1,6 1,0 12,2 7,8 7,6 7,8
Portugal 0,7* 12,1* 17,3*
Espanha 0,8* 21,6* 27*
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EUA! 1,7 1,3 16,8 14 9,9 10,8

* Refere-se a dados conjuntos para homens e mulheres. * Estados Unidos da América.
Fonte: adaptado de Baker et al. (2016).

O consumo de AGPICL n-3 na América Latina é descrito como baixo e postula-se
que a maior parte do contetdo organico destes lipidios seja proveniente da sintese
enddgena, a partir da ingestdo dietética de ALA (VALENZUELA et al., 2012). Em
condicGes fisioldgicas, o figado é o tecido responsédvel por sintetizar a maioria dos
AGPICL a partir de seus precursores, havendo também contribuicdo, em menor
quantidade, de outros tecidos, como testiculos e cérebro. A eficiéncia desta conversao,
em humanos, depende de diversos fatores, incluindo os genéticos, estado fisioldgico,
idade, hébitos dietéticos, entre outros (GORMAZ et al., 2010). Sabe-se que também
camundongos e ratos sdo capazes de absorver com eficacia ALA dietético, incorporando-
o0 a diferentes tecidos (LI et al., 2017a; VALENZUELA et al., 2014).

O acumulo tecidual de AG parece atender as suas respectivas especificidades
metabdlicas (BARCELO-COBLIJN et al., 2005). Existe tendéncia de maior acimulo de
ALA nos tecidos, de um modo geral, conforme a ingestdo dietética deste AGPI n-3
aumenta. Nesta situacdo, também ocorre elevacdo do contetdo tecidual de EPA, mas nédo
de DHA, exceto no cérebro, que tende a incorporar menos ALA, e apresenta maior
propensdo para armazenar DHA (VALENZUELA et al., 2014). A habilidade para maior
retencdo de DHA no tecido cerebral parece se justificar pelo fato de que a presenca deste
AGPICL nos fosfolipidios de membranas neuronais modula a atividade de diversas vias
de sinalizacdo neste tecido, além de ser crucial para a funcdo da retina. A maior
disponibilidade de DHA para incorporacdo no tecido encefélico e retina pode se dar
mesmo em casos de deficiéncia de ALA (DYALL; MICHAEL-TITUS, 2015; ASTORG
etal., 2004; SINCLAIR; ATTAR-BASHI; LI, 2002; JEFFREY et al., 2001).

2.4 Lipidios e processos inflamatorios

A inflamacdo desempenha importante papel em diversas condicGes patologicas,
dentre elas obesidade, doencas neurodegenerativas (CALDER, 2010) e na iniciagéo e
desenvolvimento da RI, considerada situacdo estreitamente relacionada & sindrome
metabdlica (CHEN et al., 2015; SCHENK; SABERI; OLEFSKY, 2008). Acidos graxos
podem influenciar a inflamacédo, atuando desde a membrana da célula até seu nucleo,

controlando a sinalizacdo e expressdo de genes relacionados ao estado inflamatério.
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Conforme ressaltado anteriormente, alteragbes na composicdo de AG das membranas
celulares sdo capazes de alterar a fluidez destas estruturas, bem como a sinalizacédo
celular, modificando a expressdo de genes e o padrdo de producdo de mediadores
inflamatorios, afetando, assim, os processos inflamatorios (CALDER, 2012).

Os efeitos anti-inflamatorios atribuidos aos AGPI n-3 séo justificados por complexa
rede de interacdo, entre diferentes vias moleculares, incluindo inibicdo da via das COX,
bem como reducdo da expressdo de citocinas inflamatdrias, envolvendo inibicdo da
sinalizacdo celular por meio de receptores especificos (TLR4, toll-like receptor-4) (LI1U,
2015; KANG; WEYLANDT, 2008).

Receptores tipo toll (TLR) sdo proteinas transmembranas envolvidas na deteccéo e
reconhecimento de padrdes moleculares associados a patdgenos (PAMP), dentre eles,
patdégenos microbianos, conhecidos como lipopolissacarideos (LPS) (HWANG; KIM;
LEE, 2016). Estes receptores sdo responsaveis por sinalizar a producdo de citocinas pro-
inflamatorias, ativando as imunidades inata e adquirida (FERRAZ et al., 2011).

Originalmente reconhecido por sua capacidade de detectar LPS de bactérias gram-
negativas, 0 TLR4 apresenta-se expresso em adipocitos, entre outras células. Acredita-se
que o envolvimento deste receptor no aumento da expressdo de citocinas proé-
inflamatorias seja decorrente da sua capacidade de ativar fatores de transcricdo, como o
fator nuclear kappa B (NF-kB), que regula a expressdo dessas moléculas sinalizadoras
(KALUPAHANA; CLAYCOMBE; MOUSTAID-MOUSSA, 2011; LAWRENCE,
2009; MEDZHITOV; JANEWAY, 2000).

Atribui-se ao TLR4 capacidade de reconhecimento de lipidios enddgenos, sendo
esta molécula a responsavel por associar AG livres a inflamacao, além de contribuir para
a patogénese da RI1 induzida por lipidios (SHI et al., 2006). A ativacdo destes receptores
pode ser promovida por AGS plasmaticos e inibida por AGPI n-3, particularmente, DHA,
que inibe vias de sinalizacdo pro-inflamatérias. Com isso, sugere-se a existéncia de
agonistas e antagonistas do TLR4, de origem dietética, além dos patdgenos microbianos
(HWANG; KIM; LEE, 2016).

A ligagdo de agonistas ao TLR4 ativa a via do NF-xB, que regula a expressdo de
citocinas (FRESNO; ALVAREZ; CUESTA, 2011; MEDZHITOV; JANEWAY, 2000).
A familia de fatores de transcricdo NF-kB inclui cinco membros conhecidos como: RelA
(p65); RelB; C-Rel; p105 (NF-kB1, precursor da p50) e p100 (NF-kB2, precursor da p52).
Todos apresentam amplo espectro de acdo, em diferentes tipos celulares, e estdo
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implicados na regulacéo da transcricdo do DNA de inimeros genes (HOESEL; SCHMID,
2013; GILMORE, 2006).

Tais fatores estdo presentes nas células sob a forma de homo ou heterodimeros. O
heterodimero p65-p50 é o mais abundante. Estes complexos apresentam-se ligados a
familia de proteinas IkB em células ndo estimuladas. A ligacdo ao IkB impede a
translocacdo do NF-kB para o nicleo, mantendo-o inativo. Na via classica de ativagédo do
NF-kB, o estimulo inflamatorio ativa a subunidade beta do complexo quinase IkB (IKK),
fosforilando as proteinas IkB, que sdo, entdo, submetidas a ubiquitinagdo e degradacao.
Assim, os dimeros de NF-kB sdo liberados e translocados para o nucleo, onde se ligam a
sequéncias especificas em regides promotoras de genes alvo (HAYDEN; GHOSH, 2004)
(Figura 3).
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Figura 3. Via inflamatéria modulada por TLR-4 e NF-kB. LPS: lipopolissacarideos; TLR:
receptor tipo Toll (Toll like receptor); Tollip: proteina de interagdo com Toll (Toll interacting
protein); MyD88: molécula adaptadora fator de diferenciacdo mieldide 88 (myeloid
differentiation primary response 88); IRAK: quinase associada ao receptor de interleucinas
(interleukin receptor-associated kinase); Traf: fator associado ao receptor de TNF (TNF receptor
associated fator); MEKK: proteina quinase ativada por mitégenos (Mammalian mitogen-
activated protein kinase kinase kinase); IKK: complexo quinase IkB (IxB kinase).

Fonte: adaptacdo; disponivel em: <https://go.biossusa.com/pathway-maps-download-page>.
Acesso em: 30 de novembro de 2017.

Dentre os estimulos inflamatorios que desencadeiam a ativacao do TLR4 incluem-
se LPS, citocinas inflamatdrias, radiacdo ultravioleta (CALDER, 2012) e AG livres
plasméticos, como o palmitico (REYNA et al., 2008). Na regulacdo da expressdo de
citocinas, a via NF-kB/TLR4 envolve distintas moléculas sinalizadores, entre elas, o
MyD88 (myeloid differentiation primary response 88, molécula adaptadora fator de
diferenciacdo mieldide 88) e TRAF (TNF receptor-associated factor 1, fator associado
ao receptor TNF), que conduzem ao aumento das citocinas pro-inflamatorias, em resposta
a ativacdo da referida via (AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006; AKIRA; TAKEDA,
2004).

A ligacdo do LPS ao TLR4 ativa o recrutamento da MyD88, cujo dominio Toll/IL-
1R (TIR) interage com o TLR4, iniciando a cascata de sinalizagéo intracelular. A MyD88
recruta quinases associadas a IL-1R (IRAK), que séo, entdo, fosforiladas, dissociando-se
do complexo MyD88-TLR4 e interagindo com o fator associado ao receptor 6 do fator de
necrose tumoral (TRAF6). O TRAF6 entdo fosforila IkB, ativando a IKK, a qual, por sua
vez, degrada o IkB, permitindo a ativacdo do NF-kB e seu transporte para o nucleo,
iniciando a transcrigéo de genes (WILLIAMS, 2012).

O NF-kB inativo localiza-se no citosol e é ativado por diversos estimulos
inflamatdrios extracelulares, que desencadeiam sua cascata de sinalizacdo. A ativacao
desta cascata envolve a fosforilacdo de uma subunidade inibitéria do NF-xB (IkB), que,
entdo, dissocia-se, permitindo a translocacdo do dimero NF-kB para o nucleo celular,
onde exercera sua funcdo como regulador da transcricdo de genes (CALDER, 2012). O
complexo proteico NF-kB controla a transcricdo do DNA, regulando a produgdo de
citocinas, como TNF-a (tumor necrosis fator-alpha, fator de necrose tumoral-alfa) e
interleucina (IL)-6 e IL-1 (HOESEL; SCHMID, 2013; LAWRENCE, 2009; BLANCO;
NETO, 2003). A ativacdo da via NF-xB, resultando na producdo de citocinas pro-

inflamatdrias, também esta associada ao desenvolvimento de RI e obesidade (REYNA et
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al., 2008), por induzir a fosforilagcdo em serina do IRS, comprometendo, assim, a acdo da
insulina (SIRIWARDHANA et al., 2012).

Em contrapartida, a modulacdo do NF-xB, com efeito anti-inflamatério, pode
ocorrer em funcdo do aumento de EPA e redugdo de AA, tanto sisttmico quanto em
regides especificas, como nos adipocitos (KANG; WEYLANDT, 2008). O NF-xB é um
importante mediador da inflamacéo induzida por AA, que pode ser suprimida por AGPI
n-3 (SIRIWARDHANA et al., 2012). J& foi demonstrado, em modelo in vitro, que os
AGPICL n-3 tém capacidade de reduzir a producdo de COX-2 induzida por LPS, além de
atenuar a sintese de IL-1, IL-6 e de TNF-a, dentre outras citocinas pro-inflamatorias, em
células endoteliais, mondcitos, macrofagos e células dendriticas (Figura 4). Estas
observacdes foram corroboradas por trabalhos envolvendo animais e humanos, em que a
oferta de Oleo de peixe, fonte de EPA e DHA, resultou em reducdo de citocinas
inflamatorias. Sugere-se, também, que haja diminuigdo da fosforilagdo do IkB,
restringindo a ativacdo da via do NF-xB, em funcdo do uso de AGPI n-3 (CALDER,
2012). Em sua maioria, os estudos que avaliaram o potencial inflamatério dos AGPI
constituem intervengdes com AGPICL n-3, sendo mais escassa a literatura acerca dos
efeitos dos AGPI de origem vegetal (HINTZE; TAWZER; WARD, 2016).

LPS ou acido
laurico s DHA

Membrana
celular

Figura 4. Esquema representativo da interagdo entre estimulos pré-inflamatérios e o &cido
docosahexaenoico (DHA) na regulagdo da sinalizagdo do fator nuclear kappa B (NF-«B).
Lipopolissacarideos (LPS) e &cido laurico sdo capazes de iniciar a sinalizacdo do NF-xB pela
ligacdo ao receptor tipo toll (TLR)4. O DHA inibe a resposta induzida por LPS e &cido laurico,
reduzindo a ativagdo do NF-«kB.

Fonte: adaptado de Calder (2012).

Apesar de as citocinas serem reconhecidas como 0s principais reguladores da
imunidade, os eicosanoides também podem afetar células do sistema imune, modulando

a liberagédo de citocinas, a diferenciacdo, sobrevivéncia celular e migracdo celular, e
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ainda, a apresentacdo de antigenos e apoptose (DENNIS; NORRIS, 2015; HARIZI;
GUALDE, 2005). Entre os mecanismos moleculares ja descritos, que relacionam o0s
eicosanoides a modulacdo da atividade inflamatdria tecidual, sdo citados processos de
sinalizacdo das vias envolvidas com a expresséo de citocinas. Este extenso grupo de
moléculas esta implicado na emisséo de sinais entre as células durante o desencadeamento
da resposta imune e inclui as IL e 0 TNF-a (DENNIS; NORRIS, 2015; KIM et al., 2011).
Ao agir em varias etapas das reaces imunes e inflamatdrias, esses mediadores lipidicos
sdo importantes reguladores da interacdo entre as imunidades inata e adquirida (HARIZI;
GUALDE, 2005).

2.5 Lipidios no metabolismo da insulina

A insulina € um hormoénio liberado por células B-pancreéticas em decorréncia,
principalmente, de concentragdes aumentadas de glicose plasmética. Esta resposta
hormonal permite a reducdo da glicemia, uma vez que a captagéo da glicose circulante,
por diversos tecidos, é induzida por meio de transportadores celulares especificos,
denominados GLUT (glucose transporter, transportador de glicose), que séo translocados
para a membrana celular, estimulados pelo horménio (RORSMAN; BRAUN, 2013).

Resisténcia a insulina (RI) é atualmente considerada a principal caracteristica
patoldgica associada a sindrome metabodlica, obesidade e diabetes mellitus tipo 2 (DM2).
Identificada por reduzida responsividade a a¢do da insulina em tecidos metabolicamente
ativos, como o figado, musculo esquelético e tecidos adiposos, a Rl também se destaca
pelo carater multifatorial do seu estabelecimento (ZHANG; ZHENG; YUAN, 2016).

Em células cardiacas de ratos Wistar dislipidémicos e com RI, sob estimulo da
insulina, a adicdo de sementes de chia a dieta rica em sacarose foi capaz de normalizar a
translocacdo de GLUT-4 (glucose transporter type-4, transportador de glicose tipo-4)
para a membrana plasmatica e melhorar o contetdo de substrato do receptor de insulina
(IRS), possivelmente contribuindo para melhora da RI neste tecido (CREUS et al., 2017).

A inflamacdo constitui importante fator envolvido na iniciacdo e progressao da Rl
(GLASS; OLEFSKY, 2012; REYNA et al., 2008). Citocinas inflamatorias contribuem
para o desenvolvimento da RI, pois a ligacdo de agonistas ao TLR leva a ativacdo de
quinases, como c-jun N-terminal quinase (JNK, c-Jun N-terminal kinases) e inibidor da
quinase k (IKK, inhibitor of | kappa B kinase), na resposta intracelular desencadeada por

este receptor. Estas quinases induzem a fosforilagcdo do IRS em serina, determinando a
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degradacéo deste substrato, impedindo a cascata intracelular de sinalizagdo da insulina,
conduzindo a resisténcia ao horménio. Ativacdo de JNK e IKK também é capaz de
promover inflamacdo por meio da ativacdo de fatores de transcricdo, como NF-«xB,
estimulando a transcricdo de genes responsaveis pela resposta inflamatéria. A
subsequente producdo de citocinas inflamatdrias exacerba a ativacdo do receptor,
amplificando a inflamacdo (GREGOR; HOTAMISLIGIL, 2011). Concentragdes
plasmaticas elevadas das citocinas pré-inflamatorias TNF-a e IL-6 sdo observadas em
casos de DM2 e obesidade (SCHENK; SABERI; OLEFSKY, 2008).

Investigagdes, tanto em roedores quanto em humanos, tém sugerido que DHA e
EPA estdo implicados na reducdo da producdo de mediadores inflamatorios,
apresentando, portanto, potencial atenuador do processo inflamatorio, possivelmente
contribuindo para a melhora da sensibilidade a insulina (TORTOSA-CAPARROS et al.,
2017; MARTINEZ-FERNANDES et al., 2015). Por outro lado, AGPI n-6 sio associados
ao estado pro-inflamatdrio e a sinalizagdo prejudicada da insulina (KALUPAHANA;
CLAYCOMBE; MOUSTAID-MOUSSA, 2011). Diferentes mecanismos moleculares,
por meio dos quais estes AG promoveriam os efeitos encontrados, também sdo apontados
(LUDWIG et al., 2013; GONZALEZ-PERIZ; CLARIA, 2010). Para os AGPICL n-3, ha
descricdo, por exemplo, de acdo inibitoria direta sobre as vias de sinalizacdo intracelular
associadas com a ativacdo de fatores de transcricio NF-kB (HUANG et al., 2011;
KALUPAHANA; CLAYCOMBE; MOUSTAID-MOUSSA, 2011), que regulam a
expressdo de genes cujos produtos sdo pré-inflamatérios (SAMPATH; NTAMBI, 2005).

Essencialmente, os efeitos benéficos associados aos AGPICL n-3 foram observados
em condicdes clinicas que apresentam inflamacéo e/ou RI associadas, incluindo as DCV,
obesidade, DM2, entre outras, nas quais € esperado padrao secretdrio alterado de citocinas
e adipocinas (MARTINEZ-FERNANDES et al., 2015; GONZALEZ-PERIZ; CLARIA,
2010). Em individuos ndo obesos, a patogénese da Rl ainda é pouco descrita na literatura.
E reconhecido, entretanto, que a sensibilidade & insulina apresenta correlacio negativa
com o tamanho de adipdcitos e distribuicdo do tecido adiposo. Neste sentido, individuos
com adiposidade abdominal aumentada, e maior tamanho de adipocitos nesta regido,
apresentam sensibilidade a insulina sistémica mais reduzida (RODRIGUEZ-LEYVA et
al., 2010). Estado de RI também é capaz de predizer risco aumentado para DM2 em
individuos ndo obesos (OWEI et al., 2017), justificando a necessidade do controle e

reversdo deste quadro.
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2.6 Adipocinas na regulacdo do metabolismo e processos inflamatorios

O tecido adiposo € atualmente reconhecido ndo apenas por sua propriedade de
armazenar energia, mas também como importante 6rgdo enddcrino, capaz de regular a
homeostase metabdlica, em resposta a condi¢éo nutricional do organismo. Desta maneira,
ele é capaz de suprir as demandas metabolicas do balango energético positivo ou negativo,
cujos mecanismos regulatorios séo modulados por citocinas produzidas e secretadas pelo
proprio tecido, denominadas adipocinas (STERN; RUTKOWSKI; SCHERER, 2016).

Além de regularem o préprio tecido adiposo, as adipocinas intermedeiam a
comunicacéo deste tecido com o cérebro, figado, sistema cardiovascular e masculo. Estas
proteinas sinalizadoras podem ser classificadas como pro ou anti-inflamatorias, e seu
equilibrio é crucial para a manutengdo da homeostase sistémica. Producédo
desproporcional destas citocinas leva a inflamacéo cronica de baixo grau, caracteristica
dos quadros de obesidade (CONDE et al., 2011), contribuindo para o desenvolvimento
desta e outras doencas metabdlicas (NAKAMURA; FUSTER; WALSH, 2014). Assim, 0
tecido adiposo €, atualmente, também considerado 6rgdo enddcrino, paracrino e
autocrino, com importante envolvimento na fisiopatologia de diversas doencas
inflamato6rias (CONDE et al., 2011).

A leptina, adipocina identificada ha pouco mais de duas décadas, € um horménio
relacionado a regulacdo da homeostase energética (COLES, 2016), capaz de modular o
apetite bem como a massa corporal, por meio de sua a¢do no hipotalamo, sinalizando
mecanismos que promovem saciedade, suprimindo o consumo alimentar e estimulando o
gasto energético (ATHYROS et al., 2010). Leptina circulante atravessa a barreira
hematoencefalica e liga-se a seus receptores hipotalamicos, influenciando a expressao de
neuropeptidios orexigenos e anorexigenos (KLOK; JAKOBSDOTTIR; DRENT, 2007).
Assim, este hormonio, cujos teores circulantes sdo proporcionais a adiposidade corporal
(COLES, 2016; SUNDARAM et al., 2016), é capaz de regular o comportamento
alimentar e controlar os estoques corporais de gordura, 0 sistema nervoso autbnomo e o
balango energético corporal (PARASKEVAS; LIAPIS; MIKHAILIDIS, 2006). Ja em
células musculares esqueléticas, a leptina favorece aumento da captacdo de glicose e
oxidagédo de AG (COLES, 2016).

Na obesidade, o excesso de massa de tecido adiposo acumulado determina aumento
na expressdo de leptina, nos proprios adipocitos, e correspondente elevacdo das

concentragOes plasmaticas do horménio. Nesta situagéo, observa-se resisténcia a agéo da
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leptina (NAKAMURA; FUSTER; WALSH, 2014), de modo que, mesmo com teores
circulantes mais elevados, ndo ocorre a resposta anorexigena esperada (SUNDARAM et
al., 2016; GUERRE-MILLO, 2004; FRIEDMAN, 1998). Ademais, a resisténcia a leptina
também esta relacionada a Rl (GUERRE-MILLO, 2004), e a homeostase glicémica é
regulada ndo somente por insulina, mas também por leptina (PAZ-FILHO et al., 2012).

A leptina pode afetar a homeostase glicémica e insulinémica de maneira central, no
hipotdlamo, ou de maneira periférica, por meio de sua acdo nos tecidos pancreético,
muscular e hepético. A glicemia, insulinemia e R1 s&o reduzidas por esta adipocina (PAZ-
FILHO et al., 2012), capaz de inibir vias metabdlicas que antagonizam a sinalizagéo
intracelular da insulina (LIM; KOLA; KORBONITS, 2010).

A leptina tem sido considerada adipocina pro-inflamatoria (NAKAMURA;
FUSTER; WALSH, 2014), envolvida na modulagéo do sistema imune, por meio de seus
efeitos sobre o desenvolvimento, proliferacdo, maturacdo e ativacdo de neutrdfilos,
mondcitos e linfécitos. Citocinas pré-inflamatérias, como TNF-a e IL-6, tém sua
producdo mediada, dentre outros fatores, pela acdo estimulante da leptina em macréfagos
e linfocitos T (OTERO et al., 2006), e concentracdes elevadas de IL-6 podem regular a
expressao de leptina (TRUJILLO et al., 2004; FAGGIONI; FEINGOLD; GRUNFELD,
2001).

A resistina € uma adipocina inicialmente descrita como importante fator no
desenvolvimento de Rl e DM2 em humanos. Mais recentemente tem sido relacionada a
esteatose hepética ndo alcodlica, doenca inflamatoria intestinal, doenca renal crénica,
disfuncdo endotelial, aterosclerose e é considerada fator preditivo de mortalidade por
DCV. Além disso, ja foi demonstrada correlagcdo positiva entre obesidade, RI e teores
séricos elevados de resistina em humanos (JAMALUDDIN et al., 2012), e tanto leptina
quanto resistina representam adipocinas implicadas em a¢6es promotoras de inflamagéo
e RI (KANG et al., 2016; STEPPAN et al., 2001).

Apesar de o reconhecimento de que a resistina participa na modulacdo de reacdes
inflamatdrias por meio de diferentes vias, ainda nao foi identificado receptor especifico
para esta citocina, de modo que os mecanismos moleculares da sua acéo ainda nao sao
completamente conhecidos (REN; ZUO; WAN, 2016). Entretanto, ha referéncia acerca
da sua atividade pré-inflamatoria, possivelmente por meio da ativacdo da via NF-«B,

promovendo aumento da expressdo dos genes TLR-2, IL-1, IL-6 e TNF-a (TILG;
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MOSCHEN, 2006). Recentemente, foi demonstrado antagonismo entre secrecdo de
resistina e leptina em adipdcitos de camundongos (DISILVESTRO et al., 2016).

Outra importante adipocina é a adiponectina, envolvida no metabolismo glicidico,
estimulando a utilizacdo de glicose, bem como a oxidacdo de AG pelo tecido muscular,
além de reduzir a gliconeogénese hepética (YAMAUCHI et al., 2002). Concentragdes
séricas deste hormdnio apresentam correlacdo negativa com obesidade (CAVUSOGLU
et al., 2006), e positiva com a sensibilidade a insulina (YANG et al., 2001). De outro
modo, a reducdo da adiponectina estd associada a RI, aterosclerose, dislipidemia
(YADAV et al., 2013), maior risco de morte, enfarto do miocérdio (KIZER et al., 2013;
CAVUSOGLU et al., 2006), DM2 (LINDBERG et al., 2014) e doenca arterial
coronariana (SATTAR et al., 2006).

Evidéncias sugerem que EPA e DHA podem estimular a liberacéo de adiponectina
em modelo animal e em humanos (GRAY et al., 2013; FLACHS et al., 2006). Em
individuos obesos, o aumento de concentragdes plasmaticas de citocinas pro-
inflamatdrias, como IL-6 e proteina C reativa, esta correlacionado a reducdo na
concentracdo de adiponectina e, a reducdo da massa corporal resultou em reversao deste
quadro (ESPOSITO; PONTILLO; GIUGLIANO, 2003). Acidos graxos saturados e TNF-
a, derivados de adipdcitos e macrofagos, respectivamente, estimulam a secrecdo de
adipocinas pro-inflamatérias, como o proprio TNF-a, e inibem a liberagdo de
adiponectina (SUGANAMI; NISHIDA; OGAWA, 2005). O tratamento de células
adiposas e macro6fagos com EPA reverteu a reducdo de adiponectina, parcialmente devido
aos seus efeitos inibitorios sobre a secrecdo de TNF- o por macrofagos (SUGANAMI,
NISHIDA; OGAWA, 2005).

Os efeitos de ALA sobre teores de adiponectina ainda sdo controversos. No tecido
adiposo subcutaneo de pacientes com DM2, a suplementacdo com ALA foi capaz de
aumentar a expressdo génica de adiponectina, mas néo alterou suas concentragdes (DE
HOLANDA MIRANDA et al., 2015). Contudo, segundo Rodriguez-Leyva et al. (2010),
a adiponectina parece aumentar com a suplementacdo de ALA em pacientes com DM2,
associada a melhor sensibilidade a insulina. Por outro lado, o estudo de Paschos e Griffin
(2007) ndo demonstrou alteracbes na concentracdo plasmatica de adiponectina em
homens dislipidémicos com a utilizagdo de 6leo de linhaca (fonte de ALA). De outro
modo, Duan et al. (2014) submeteram suinos a dietas isoenergéticas, com alteracGes nas

razdes n-6:n-3, obtidas pela substituicdo de diferentes quantidades de 6leo de linhaga pelo
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6leo de soja na ragdo. Os autores encontraram, no grupo alimentado com razéo n-6:n-
3correspondente a 1:1, reducdo da adiponectina, em comparacdo aos animais que
consumiram dietas com razdes 5:1 e 10:1. No estudo de Sekine et al. (2008), a adi¢do de
6leo de linhaca a dieta de ratos machos foi capaz de induzir aumento nas concentragdes
de adiponectina no plasma e no tecido adiposo perirenal.

A literatura abordando os efeitos do consumo de chia sobre a liberacdo de
adiponectina ainda é escassa. Em pacientes com DM2 e sobrepeso ou obesidade, a adi¢cdo
de chia a dieta hipoenergética foi capaz de reduzir as concentragdes plasmaticas desta
adipocina (SEKINE et al., 2008). N&o foram encontrados estudos avaliando os efeitos das
sementes ou Oleos de chia ou de rosa mosqueta sobre concentracGes de adipocinas em
modelo animal.

A producdo de citocinas pré-inflamatérias pelo tecido adiposo contribui para
inflamacdo sistémica de baixo grau, e é importante na patogénese da obesidade e
comorbidades. Evidéncias crescentes sugerem que o tipo de lipidio dietético pode
influenciar o desenvolvimento de obesidade bem como regular a producéo de adipocinas
e a razdo n-6:n-3 dietética parece estar envolvida neste processo, sendo importante no
desenvolvimento de doengas, como DCV e cancer, em modelo animal (SUNDARAM et
al., 2016).

Sundaram et al. (2016) avaliaram se diferencas no conteudo de AGPICL n-3
dietético sdo capazes de afetar a producdo de citocinas em camundongos. Os autores
concluiram que, em animais alimentados com dieta rica em lipidios, o 6leo de peixe foi
capaz de reduzir em 27% a leptina plasmatica, quando comparado ao 6leo de milho (rico
em AGPICL n-6). Neste mesmo estudo, os animais que receberam 6leo de peixe na dieta
hiperlipidica ndo apresentaram alteracdo na insulinemia, quando comparados ao grupo
que recebeu dieta hipolipidica. De outro modo, todos 0s outros grupos em dieta
hiperlipidica (que receberam 6leos de girassol, rico em acido oleico, 6leo de soja, de
milho e de linhaca) apresentaram aumento na insulinemia. Estes resultados indicam que
0 Gleo de peixe ou seus componentes podem atenuar desordens metabdlicas decorrentes
das dietas hiperlipidicas e melhorar a sensibilidade a insulina.

O efeito da adicdo de EPA e DHA a dietas hiperlipidicas também foi estudado por
Flachs et al. (2006), que alimentaram camundongos C57BL/6 com dieta pobre em
AGPICL n-3 ou enriquecida com EPA e DHA. Os teores de leptina plasmaticos ndo foram

afetados pela adicdo de EPA e DHA. Contudo, nestes animais, as concentragfes de



40

insulina foram menores, e as de adiponectina, que contribui para sensibilidade a insulina,
maiores. Hariri et al. (2015), em revisdo sistematica e meta-analise, concluiram que a
suplementacdo com AGPICL n-3 pode reduzir moderadamente os teores circulantes de
leptina em adultos ndo obesos, sugerindo que, mesmo na auséncia dos processos
metabdlicos caracteristicos da obesidade, estes AG ainda poderiam conferir beneficios a

saude.

2.7 Fontes alternativas de acidos graxos n-3: 6leos de chia e de rosa mosqueta

A chia (Salvia hispanica L.) (Figura 5) é uma planta originaria do México e da
Guatemala, tendo constituido alimento essencial da dieta de civilizacbes pré-
colombianas, fazendo parte da alimentacdo humana ha 5.500 anos. Além do consumo
dietético, populagdes astecas também utilizavam suas sementes e seu 6leo no preparo de
medicamentos, cosméticos e em rituais pré-histdricos. Nos rituais religiosos, a chia era
ofertada as divindades, demonstrando a importancia que esta civilizacdo conferia ao
produto. Em 2004, o parlamento Europeu aprovou a introducao da semente de chia como
novo alimento, assegurando sua inocuidade toxicoldgica, assim como a auséncia de
fatores antinutricionais e alergénicos, possibilitando o uso em preparacdes como

biscoitos, massas, barras de cereais, iogurtes, entre outras (CRAIG, 2004).

Figura 5. llustragdo da Salvia hispanica L. — planta com flores roxas e folhas largas.
Fonte: disponivel em:
<http://alimentosnaturaisesaudaveis.blogspot.com.br/2010/07/chia-o-super-
alimento.html> Acesso em: 10 de agosto de 2017.

Considerado o alimento vegetal com maior teor de ALA conhecido, ao menos até
2007 (VUKSAN et al., 2007), a utilizacdo da chia na racdo de animais permite aumentar
0 contetdo de AG n-3 em produtos como ovos (ANTRUEJO et al., 2011; AYERZA;
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COATES, 2001) e frango, consumidos pelo homem (AYERZA; COATES, 2002).
Adicionalmente, quando ingerido por nutrizes, eleva o conteddo destes AG do leite
materno (VALENZUELA et al., 2015).

O consumo de 6leo de chia esta associado a diversos beneficios a satide. Marineli
et al. (2015) submeteram ratos obesos a dieta hiperlipidica e rica em frutose, ou com esta
mesma dieta, suplementada com éleo de chia ou sementes de chia. A dieta contendo chia,
apesar de ndo reduzir o ganho de massa corporal, 0 acumulo adiposo abdominal,
tampouco a ingestdo dietética, foi capaz de melhorar a toleréncia a insulina e a glicose
em testes de tolerancia intraperitoneal (MARINELI et al., 2015).

Valenzuela et al. (2014) observaram aumento do contedtdo de ALA nos
fosfolipidios eritrocitarios de ratos, proporcional ao contetdo de ALA das racdes
ofertadas, suplementadas com 6leos de girassol, canola, Rosa canina, sacha inchi e chia.
Apesar de o 6leo de chia apresentar maior teor de ALA que os demais, 0 contetdo
eritrocitario deste AG nos animais ndo apresentou diferenca estatistica, quando
comparado aos animais que receberam 6leo de sacha inchi, sugerindo haver capacidade
méaxima de incorporacdo de ALA pelos fosfolipidios destas células. Os fosfolipidios
eritrocitarios também apresentaram maior acimulo de AA e EPA e maior contetdo
dietético de seus precursores AL e ALA. Os teores de DHA, entretanto, ndo foram
alterados em funcdo do fornecimento dietético de ALA. Os autores sugeriram que 0
aumento de EPA, mas ndo de DHA, reflete a possibilidade das células eritrocitarias ndo
serem alvos para acimulo de AGPICL n-3. No figado, também foi observado aumento
do conteido de EPA, em decorréncia de maiores ingestdes de ALA, acompanhado de
maior acimulo de DHA, porém, sem diferenca entre os grupos chia e sacha inchi. Com
isso, foi proposto existir regulacdo metabolica na bioconversao hepéatica de ALA a DHA,
com possivel inibicdo enzimatica, em casos de excesso de ALA.

A rosa mosqueta (Rosa affins rubiginosa) (Figura 6) é uma planta pertencente a
familia das Roséceas, originaria da area do Mediterraneo e da Europa Central e foi trazida
para a América do Sul pelos colonizadores espanhdis, crescendo na regido sul e central
do Chile, como uma planta silvestre dos Andes Chilenos, em solos secos de baixo valor
agricola (DOURADO et al., 2000). E das sementes da rosa mosqueta que é extraido seu

Oleo.
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Figura 6. llustragcdo da Rosa affins rubiginosa - frutos e sementes.

Fonte: Disponivel em: <https://www.mindenpictures.com/search/preview/sweet-briar-
rosa-rubiginosa-close-up-of-hips-one-open-showing-seeds/0_80052057.html> Acesso em: 29 de
setembro de 2017.

A adicdo dos 6leos de chia e/ou rosa mosqueta a dieta de ratos resultou em aumento
significativo nos teores hepaticos de ALA, EPA e DHA, alcangando menor razéo n-6:n-
3, sem associacdo a efeitos adversos no tecido hepatico (VALENZUELA et al., 2012).
Foi sugerido que a elevada concentracdo de ALA nesses Oleos estimula as vias de
elongacdo e dessaturacdo deste AG, elevando o contetdo de seus derivados de cadeia
longa, favorecendo principalmente a biotransformacéo para EPA. Outros estudos também
apontam para os beneficios do consumo de chia (semente e 6leo) na diminui¢cdo da Rl em
ratos obesos dislipidémicos (CHICCO et al., 2009), acdo cardioprotetora e
hepatoprotetora em ratos obesos (POUDYAL et al., 2012) e efeitos antitumorais em
camundongos (ESPADA et al., 2007). Evidéncias sugerem que os AGPI n-3 podem
reduzir doenga coronariana e outras DCV (ZHAO et al.,2004).

Ressalta-se, entretanto, a necessidade de estudos adicionais, destinados a ampliar o
conhecimento acerca dos efeitos dos 6leos de chia e rosa mosqueta sobre 0 metabolismo,
buscando, adicionalmente, identificar os possiveis mecanismos biomoleculares

envolvidos.
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3 JUSTIFICATIVA

Frutos do mar constituem a principal fonte alimentar de EPA e DHA. O consumo
destes AGPICL, associados a beneficios & sadde humana, num futuro proximo, seré ainda
mais restrito, devido a crescente escassez de pescados, destacando-se a necessidade da
identificacdo de fontes sustentaveis de AGPI n-3 biologicamente ativo. Neste contexto,
profissionais de satide vém buscando novas fontes destes AG, particularmente de ALA,
potencialmente capaz de ser convertido endogenamente em EPA e DHA, compensando,
assim, o reduzido consumo de AGPICL n-3. A biodiversidade de sementes ricas em ALA,
como as da chia e rosa mosqueta, ainda é pouco explorada bem como permanece tema
controverso a eficiéncia da bioconverséo deste AG em seus derivados de cadeia longa. A
variabilidade nos achados acerca deste tema esta relacionada a existéncia de diversos
fatores capazes de influenciar a biossintese e acdo dos AGPICL, incluindo a razdo n-6:n-
3 da dieta. Portanto, sdo exigidas maiores evidéncias cientificas de que o consumo
dietético de Oleos extraidos destas sementes, fontes de ALA, de fato, se traduz na
producdo dos beneficios a satde, amplamente atribuidos aos AGPI n-3, particularmente
o0s seus derivados de cadeia longa. Nesse sentido, pretende-se investigar os efeitos do
consumo dos 0Oleos de chia e rosa mosqueta sobre a composicao tecidual de AG, capaz
de, potencialmente, influenciar a quantidade local e sisttmica de marcadores
inflamatorios e, ainda, a concentracdo de lipidios circulantes e a homeostase glicémica.
Considerada a reduzida razao n-6:n-3 destes 6leos, postula-se que a sua ingestao, como
fonte lipidica dietética, mesmo na auséncia de enfermidades metabdlicas, deve resultar
em aumento na incorporagcdo de AGPICL n-3 nos tecidos e perfil glicémico e anti-
inflamatério mais favoravel, frente ao consumo de 6leo de soja, fonte de AGPI n-6.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Investigar se a origem do AGPI n-3 dietético produz efeitos distintos sobre a

modulacdo do metabolismo lipidico e de mediadores da atividade inflamatdria tecidual.

4.2 Objetivos especificos

Em camundongos machos adultos, alimentados com dietas isoenergéticas e

normolipidicas, contendo 6leo de chia, 6leo de rosa mosqueta, 6leo de peixe ou 6leo de

soja, desde os 42 dias de vida até o final do sexto més de vida, realizar caracterizagdo

metabdlica por meio da determinacao dos seguintes parametros:

iv.

V.

Vi.

Evolucdo da massa corporal e ingestdo alimentar;

Sensibilidade periférica a insulina;

Perfil de acidos graxos plasmaticos e incorporados ao figado e cérebro;
Conteudo de triacilglicerois, colesterol total e HDL-colesterol no plasma;

Teores de adipocinas (leptina e resistina), insulina e citocinas (IL-6, IL-10 e
TNF-a) no plasma, figado e cerebro;

Conteldo de proteinas envolvidas na resposta inflamatoria mediada por TLR-
4 e NF-kB: TLR4, Myd 88, e as fragdes fosforiladas e totais de NF-kB p50 e
p65, no figado e cérebro.
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5 METODOS

5.1 Animais e condicGes experimentais

Foram utilizados camundongos C57BL/6, provenientes do biotério de roedores do
Instituto de Nutricdo da Universidade Federal do Rio de Janeiro, mantidos sob condicdes
controladas de luz (claro das 7h as 19h) e temperatura (24 + 2 °C), com livre acesso a
racio comercial e &gua (CONSELHO NACIONAL DE CONTROLE DE
EXPERIMENTAQAO ANIMAL, CONCEA, 2013).

A manipulacdo e eutanasia dos camundongos respeitaram as normas relativas a
utilizacdo humanitaria de animais com finalidade de pesquisa cientifica e o projeto foi
aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias da Sadde da
Universidade Federal do Rio de Janeiro em 13 de maio de 2013, obtendo o cddigo de
referéncia INJC016 (ANEXO A).

Os camundongos machos foram desmamados no vigésimo primeiro dia de vida, a
partir do qual receberam racdo comercial (AIN-G) até o quadragésimo segundo dia de
vida, a partir do qual os animais sdo considerados adolescentes (DUTTA; SENGUPTA,
2016). A partir de entdo, foram aleatoriamente distribuidos e mantidos até o sexto més
em quatro grupos experimentais, cujas caracteristicas descritas a seguir dizem respeito as
racOes isoenergéticas e normolipidicas, manipuladas & base de caseina, contendo
diferentes bases lipidicas: Grupo 6leo de soja (GS), constituido por animais que
receberam racdo contendo 7 (4) % de 6leo de soja, fonte de acido graxo linoleico; Grupo
6leo de chia (GCh), constituido por animais que receberam racdo contendo 7 (4) % de
6leo de chia; Grupo 6leo de rosa mosqueta (GRM), constituido por animais que
receberam ragdo contendo 7 (4) % de 6leo de rosa mosqueta; Grupo 6leo de Peixe (GP),
constituido por animais que receberam ragdo contendo 6 (3,4) % de 6leo de peixe, fonte
de DHA e EPA e 1 (0,6) % de 6leo de milho.

Os percentuais descritos, maiores e menores, dos 6leos dizem respeito,
respectivamente, ao teor de lipidios recomendavel para roedores na fase de crescimento
(21-59 dias de vida) e manutencgéo (a partir dos 60 dias de vida) (REEVES; NIELSEN;
FAHEY, 1993).
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5.2 Formulacéo das racoes

Todas as ragcdes experimentais foram confeccionadas no Laboratdrio de Bioquimica
Nutricional, de acordo com a American Institute of Nutrition (AIN) (REEVES;
NIELSEN; FAHEY, 1993) (Tabelas 1 e 2), para crescimento e manutengéo, contendo
modificacOes relativas apenas as fontes lipidicas utilizadas. A adi¢do do 6leo de milho a
racdo a base de Oleo de peixe tem por objetivo prevenir possivel deficiéncia de acidos

graxos n-6.
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Tabela 1. Composicdo modificada das racées AIN-93G de crescimento (g/100g)
AIN-93G* GS GCh GRM  GP

Amido de milho 39,746 39,746 39,746 39,746 39,746
Caseina 20 20 20 20 20
Dextrina 13,2 13,2 13,2 13,2 13,2
Sacarose 10 8 8 8 8
Fibra 5 5 5 5 5

Mix de minerais G ? 3,5 3,5 35 3,5 3,5
Mix de vitaminas ® 1 1 1 1 1
L-cistina 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
Bitartarato de Colina 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
BHT 0,0014 0,0014 0,0014 0,0014 0,0014
Oleo de soja 7 7 - - -

Oleo de chia - - 7 - -

Oleo de rosa mosqueta - - - 7 -

Oleo de peixe - - - - 6

Oleo de milho - - - - 1

GS = grupo soja; GCh = grupo chia; GRM = grupo rosa mosqueta; GP = grupo peixe; BHT:
butilidroxitolueno; * G = growth (crescimento); @ Mistura de minerais G (mg/kg dieta), incluindo: célcio
5.000; fosforo 1.992; potassio 3.600; enxofre 300; sddio 1.019; cloro 1.571; magnésio 507; ferro 35; zinco
30; cobre 6; iodo 0,2; molibdénio 0,15; selénio 0,15; silicio 5; cromo 1; fluoreto 1; niquel 0,5; boro 0,5;
litio 0,1; vanadio 0,1 (AIN-93G — mineral mixPrag SolucGes Biociéncias, Jad, Sdo Paulo). ® Mistura de
vitaminas (U/kg dieta), incluindo: &cido nicotinico 30 mg; pantotenato 15 mg; piridoxina 6 mg; tiamina 5
mg; riboflavina 6 mg; acido folico 2 mg; vitamina K 750 pg; D-biotina 200 pg; vitamina B12 25 pg;
vitamina A 4.000 Ul; vitamina D3 1000 Ul; vitamina E 75 Ul (AIN-93G, mineral mixPrag SolucGes
Biociéncias, Jau, Sao Paulo).

Os 6leos de chia (Salvia hispanica L.) e de rosa mosqueta (Rosa affins rubiginosa)
foram fornecidos pelas Empresas chilenas Benexia e Coesam, respectivamente. Os 6leos
de soja, peixe e milho foram disponibilizados pela Empresa Triangulo/Brasil®. Os
ingredientes das ragdes foram homogeneizados em batedeira planetaria 12L 1/4 CV BP-
12SL (Gastromaq, Brasil), adicionados de &gua em quantidade suficiente para a aquisicdo
de textura adequada para a formacdo de pellets e acondicionados em sacos plasticos
vedados, cuja atmosfera foi substituida por nitrogénio a fim de evitar a oxidacao dos AG.
As racOes foram mantidas a -22 °C e oferecidas em porg¢des diarias aos animais.

Tabela 2. Composi¢do modificada das ragdes AIN-93M de manutencéo (g/1009)
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AIN-93M? GS GCh GRM  GP

Amido de milho 46,569 46,569 46,569 46,569 46,569
Caseina 14 14 14 14 14
Dextrina 155 15,5 15,5 15,5 15,5
Sacarose 10 10 10 10 10
Fibra 5 5 5 5 5

Mix de minerais G 2 3,5 35 35 35 35
Mix de vitaminas 1 1 1 1 1
L-cistina 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18
Bitartarato de Colina 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
BHT 0,0008 0,0008 0,0008 0,0008 0,0008
Oleo de soja 4 4 - - -

Oleo de chia - - 4 - -

Oleo de rosa mosqueta - - - 4 -

Oleo de peixe - - - - 3,4
Oleo de milho - - - - 0,6

GS = grupo soja; GCh = grupo chia; GRM = grupo rosa mosqueta; GP = grupo peixe; BHT:
butilidroxitolueno; * M = maintenance (manutencdo); * Mistura de minerais M (mg/kg dieta), incluindo,
célcio 5.000; fésforo 1.992; potéssio 3.600; enxofre 300; sédio 1.019; cloro 1.571; magnésio 507; ferro 35;
zinco 30; cobre 6; iodo 0,2; molibdénio 0,15; selénio 0,15; silicio 5; cromo 1; fluoreto 1; niquel 0,5; boro
0,5; litio 0,1; vanadio 0,1 (AIN-93M — mineral mixPrag SolucGes Biociéncias, Jal, S&o Paulo). ® Mistura
de vitaminas (U/kg dieta), incluindo, acido nicotinico 30 mg; pantotenato 15 mg; piridoxina 6 mg; tiamina
5 mg; riboflavina 6 mg; cido félico 2 mg; vitamina K 750 pg; D-biotina 200 pug; vitamina B12 25 ug;
vitamina A 4.000 Ul; vitamina D3 1.000 Ul; vitamina E 75 Ul (AIN-93M — mineral mixPrag Solugdes
Biociéncias, Jad, Sao Paulo).

A composicdo de AG das racdes experimentais foi determinada por cromatografia
gasosa. Evidenciam-se valores significativamente elevados para o total de AGPI n-3
assim como razdes n-6/n-3 expressivamente reduzidas nas ragdes contendo os 6leos de
chia, rosa mosqueta e peixe, frente aguela manipulada com o dleo de soja, corroborando
0 reconhecimento de que as ragdes oferecidas aos animais experimentais mantém as

caracteristicas que Ihes foram teoricamente atribuidas (Tabela 3).

Tabela 3. Distribuicdo percentual de &cidos graxos nas ragdes experimentais
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Acidos graxos (%) GS GCh GRM  GP

C 16:0 Palmitico 13,12 8,83 5,86 5,86
C 18:0 Estearico 4,52 3,93 2,89 2,89
AGS total 19,77 14,10 10,65 32,88
C 18:1 n-9 Oleico 25,64 7,24 15,15 1,25
AGMI total 28,13 9,11 16,38 25,25
18:2,n-6 AL 46,39 19,35 25,31 1,43
22:4,n-6 AA ND ND ND 6,64
AGPI n-6 total 47,39 19,35 25,31 15,50
18:3,n-3 ALA 0,37 57,44 41,53 1,64
20:5, n3 EPA ND ND ND 1,94
22:5, n-3 DPA ND ND ND 0,51
22:6, n-3 DHA ND ND ND 8,95
AGPI n-3 total 471 57,44 41,53 26,36
AGPI total 52,10 76,79 66,84 41,86
Raz&o n-6:n-3 10,07 0,34 0,61 0,59

GS = grupo soja; GCh = grupo chia; GRM = grupo rosa mosqueta; GP = grupo peixe. AGS
=4cido graxo saturado; AGMI= &cido graxo monoinsaturado; AL = acido linoleico; AA =
4cido araquiddnico; AGPI= 4cido graxo poli-insaturado; ALA = &cido linolénico; EPA =
4cido eicosapentaenoico; DPA = acido docosapentaencico, DHA = 4cido
docosahexaenoico. ND = ndo detectado. Valores expressos como média.

5.3 Avaliacdo da massa corporal e do consumo alimentar

Para a avaliacdo da evolugdo da massa corporal, foram considerados os valores
correspondentes as massas corporais medidas semanalmente. O consumo de racdo foi
monitorado diariamente (dias Uteis) no turno da manhd, ao longo de todo o periodo
experimental. Para a medida foi considerada a diferenca entre a quantidade de ragéo
disponibilizada para o animal e o resto do dia seguinte e o resultado ajustado para 100g
de massa corporal do roedor. Todas as medidas foram realizadas utilizando-se balanca

digital Bioprecisa® com capacidade para 5.500g e preciséo de 0,01g.
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5.4 Teste de toleréncia intraperitoneal a glicose (TTIG)

Aos 180 dias de idade os animais foram submetidos a jejum de 8h. Inicialmente
foi analisada a glicemia de jejum, utilizando-se glicosimetro (OneTuch-Ultra — Johnson
& Johnson Medical), em amostra de sangue obtida da veia caudal dos camundongos,
sendo considerada o ponto zero da curva glicémica. Em seguida, os roedores receberam
infusdo intraperitoneal de solucdo de glicose (2 g/kg massa corporal) e foram realizadas
dosagens de glicemia aos 15, 30, 60, 90 e 120 minutos ap6s a sobrecarga de glicose. Os
resultados foram expressos como area sob a curva (AUC, area under the curve), de
acordo com o metodo trapezoidal, de forma a possibilitar comparacdo entre 0s grupos
experimentais (SOUZA; MAZUCHELI; MARTINEZ, 2010).

5.5 Eutanasia e coleta de tecidos

Transcorridos 20 dias ap0s a realizacdo do TTIG, os animais foram submetidos a
jejum de 4h, pesados no proprio biotério, sedados e anestesiados com ketamina e xilazina
(67/13 mg/kg de massa corporal), via intraperitoneal, e foi realizada coleta de sangue por
puncdo cardiaca. Para realizacdo dos ensaios bioquimicos, amostras de sangue dos
animais foram recolhidas em microtubos contendo EDTA 0,2 M (1:5, v/v), submetidas a
centrifugacdo a 3.000 rpm por 15 minutos a 4 °C para separacdo do plasma, que foi
aliquotado e estocado a -80 °C até a ocasido das analises. Imediatamente ap0s a eutanasia,
o cérebro e o figado foram retirados, pesados, resfriados em nitrogénio liquido e
armazenados a -80 °C, até as analises correspondentes.

5.6 Analise de acidos graxos das ragdes experimentais e tecidos

Os teores relativos de AG dos lipidios nas racfes oferecidas aos animais e
incorporados a seus tecidos foram determinados por cromatografia gas-liquido, utilizando
equipamento Agilent Technologies 7890A CG System, equipado com detector de chama
ionizavel (FID), acoplado ao software EZChrom Elite CDS (Agilent Technologies, Inc.,
CA, USA). A extracdo de lipidios, saponificacdo e metilagdo dos AG foram realizadas
por metilacdo direta alcalina, conforme método Ce 2b-11 (AOCS, 2011). Aliquotas de
100 mg de amostra de cada 6leo, pesadas em balanca digital analitica SHIMADZU,
modelo AUY?220, foram transferidas para tubos Pirex® e homogeneizadas em 5 mL de
NaOH/metanol 0,5 M com o auxilio de bastdes de vidro. Posteriormente foi adicionado
1 mL de padréo interno (C13:0 em hexano; 5,0 mg/mL) e a mistura foi aquecida a 100 °C
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por 15 minutos. Ap0s este periodo, os tubos foram imediatamente imersos em gelo por
aproximadamente 5 minutos e receberam 5 mL de trifluoreto de boro 14 %/metanol sob
leve agitacdo, aquecidos a mesma temperatura anterior, por 2 minutos, e novamente
resfriados em gelo. Em seguida, foram adicionados 3 mL de NaCL saturado e 4 mL de
hexano a cada tubo, sob agitagdo suave. Os tubos foram mantidos em repouso por 1 hora
para a separacao das fases. Os ésteres metilicos formados na parte superior do tubo foram
filtrados com algodao desengordurado e acondicionados em vials de 1 mL, proprios para
amostrador automatico de cromatografo a gés, contendo 50 mg de sulfato de sodio anidro,
e estocados em freezer -20 °C até andlise do perfil de AG no cromatografo. As solucdes
de ésteres metilicos foram inseridas no equipamento por meio de injetor automatico, no
volume de 1 pL/amostra. As amostras de plasma e cérebro foram integralmente corridas
no aparelho (método splitless). As amostras de figado foram corridas no equipamento
com razdo de divisdo (split) de 1:4. A separacdo dos ésteres metilicos foi feita em coluna
capilar de silica fundida SP-2560 de bis-cianopropil polisiloxano (Supelco Inc.,
P.A.,U.S.) com 100 m de comprimento x 0,25 mm x 0,2um de didmetro interno, cuja
programacdo de temperatura foi estabelecida para 100 °C por 5 minutos, com taxa de
aumento de 3 °C/minuto, alcancando a temperatura de 140 °C, e permanecendo nessa
temperatura durante 15 minutos. A taxa de aumento da temperatura foi de 0,5 °C/minuto
até alcancar 170 °C e, posteriormente, 3,2 °C/minuto até 220 °C, permanecendo nessa
temperatura por 35 minutos. O tempo total de andlise foi de aproximadamente 124
minutos e as temperaturas do injetor e do detector foram de 250 °C. Os fluxos de gases
(Linde Gases, RJ, BR) foram correspondentes a 0,75 mL/minuto para o gas de arraste
(H2, hidrogénio); 25 mL/minuto para o gas auxiliar (N2, nitrogénio); 30 mL/ minuto para
0 H2 e 400 mL/ minuto para o ar sintético da chama. O tempo de retencdo relativo dos
picos do padrdo de mistura de ésteres metilicos 463 (Nu-Chek Prep. Inc.) foi usado como
referéncia para a identificacdo dos AG, e o padréo interno, para a quantificacdo destes
lipidios (MUCCI et al., 2015; AOAC, 2009).
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5.7 Andlise de parametros bioquimicos em plasma

Os teores plasmaticos de glicose, TAG, colesterol total e fragio HDL foram
determinados por meio de ensaios enzimaticos colorimétricos, apo6s jejum de 4h
(ANDRIKOPQOULOS et al., 2008), seguindo as instrucdes do fabricante dos Kits

comerciais utilizados (Bioclin®).

5.8 Quantificacdo de adipocinas e citocinas

Os teores plasmaéticos e teciduais de adiponectina, leptina, resistina, insulina, IL-6,
IL-10 e TNF-a foram determinados por meio de ensaio imunolégico multiplex (Bio-Plex,
BioRad®), utilizando o equipamento MAGPIX Luminex® para quantificacdo por
citometria de fluxo, de acordo com as instrucdes do fabricante.

5.9 Avaliacao da via inflamatoria modulada por TLR4 e NF-kB

Para quantificacdo, por Western Blotting, das proteinas de interesse (TLR4, Myd
88, TRAFG e as fracOes totais e fosforiladas de NF-kB p50 e p65), os tecidos coletados
por ocasido da eutanasia, e mantidos a -80 °C, foram transferidos para homogeneizador e
macerados em recipiente imerso em gelo contendo 100 pL de tampé&o de extracéo pH 7,4
[Tris base 20 mM, MgCI2 10 mM, CaCl2 0,06 mM, EGTA (ethylene glycol tetraacetic
acid, acido etileno glicol tetraacético), 0,5 mM e Triton X-100 0,5 %], inibidores de
proteases [aprotinina, leupeptina, ortovanadato, pepstatina, PMSF (phenylmethane
sulfonyl fluoride, fluoreto de fenilmetanosulfonil) e fluoreto de sodio] e o agente
desnaturante (DTT, ditiotreitol). A dosagem de proteinas foi realizada logo ap6s o preparo
das amostras pelo método descrito por Bradford (BRADFORD, 1976), utilizando
albumina sérica bovina como padrdo. Em seguida foi adicionado azul de bromofenol 0,2
%, sendo 5 % do volume total da amostra. Apds normalizacdo do contetdo de
proteinas/amostra, o material foi armazenado a -80 °C, para posterior submissio a
separacao eletroforética.

No dia da separacéo, as amostras foram fervidas por cerca de 5-8 minutos. Foram
utilizados 40-60 pg de proteina para corrida em gel SDS/PAGE 8-10 %, sob amperagem
constante (20 mA). Apos finalizacdo da corrida, as proteinas foram transferidas para
membrana de nitrocelulose, em equipamento semi-dryBio-Rad®, por 1 hora com
voltagem fixada em 10 V. Em seguida, sitios inespecificos, presentes na membrana,

foram bloqueados em TBS-T (Tris-buffered saline, solugédo salina tamponada com Tris
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mais Tween 20, composta de Tris 2 mM, NaCl 0,5 M, pH 7,5, Tween 20 0,5 %),
adicionado de albumina bovina a 1 % por duas horas. Logo apds, as membranas foram
incubadas com anticorpos especificos, de um dia para o outro (periodo “overnight”) e,
entdo, lavadas trés vezes por 10 minutos com TBS-T. Posteriormente, foram incubadas
com anticorpo secundario especifico, na respectiva diluicdo, por 1 hora e, em seguida,
reveladas em fotodocumentador (Uvitec Alliance 4.7), ap0s exposicdo ao reagente
qguimioluminescente (ECL plus - Amersham Bioscience).

O controle de carregamento das proteinas no gel de eletroforese foi realizado
utilizando a proteina alfa-tubulina. Apos a revelagdo, as membranas foram lavadas em
solucdo TBS e, em seguida, incubadas com solucao (Tris 2 mM, SDS 10 %, -
mercaptoetanol, e dgua Milli-Q) a 48 °C, por 30 minutos em agitacdo orbital. Apos o
procedimento, as membranas foram novamente submetidas ao bloqueio dos sitios
inespecificos e, assim, expostas a novo protocolo de Western Blotting. A anélise
densitométrica das bandas de interesse foi efetuada apds processamento em software de
analise Scion Image versao beta 4.03 (Scion Corporation) e os resultados foram expressos
em percentual relativo ao grupo tratado com racéo rica em AGPI n-6 (GS), considerado

controle.

5.10 Analise estatistica

Para as comparacdes entre os dados, apds verificacdo do seu padrdo de distribuicéo,
utilizando-se o teste de Kolmogorov-Smirnov, foi aplicada estatistica paramétrica por
meio de analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida do teste de comparacGes
maultiplas de Newman-Keuls, utilizando-se o programa GraphPad Prism, versdo 5.0. O
nivel de significancia foi fixado em 5 % (p < 0,05) e os resultados expressos como média

e erro padrdo da média.
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6 RESULTADOS

6.1 Consumo alimentar e evolucédo da massa corporal

A analise dos resultados relativos ao consumo de racao, ajustado para a massa
corporal, entre 0s camundongos pertencentes aos quatro grupos experimentais revelou
auséncia de diferencas significativas (Figura 7A). Do mesmo modo, as diferencas
referentes a evolucdo de massa corporal entre os grupos tratados e acompanhados até o
final do sexto més de vida ndo alcancaram significancia estatistica (Figura 7B). Estes
achados sugerem que o consumo dos 6leos de chia, rosa mosqueta ou peixe, fontes de
AGPI n-3, influencia o crescimento dos animais de maneira semelhante ao perfil obtido

com o consumo de fonte de AGPI n-6.

Il GS
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GRM
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Figura 7A. Consumo de racdo, ajustado por 100g de massa corporal (MC), de
camundongos C57BL/6 tratados com racdo normolipidica contendo 6leo de soja (GS),
Oleo de chia (GCh), 6leo de rosa mosqueta (GRM) ou 6leo de peixe (GP), do
quadragésimo segundo dia ao sexto més de vida. Dados expressos como média e erro
padrdo da média, considerando oito animais em cada grupo. Nao houve diferenca
significativa entre os grupos apo6s teste de Newman-Keuls (p < 0,05).
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Figura 7B. Evolucao da massa corporal (g) de camundongos C57BL/6 tratados
com racdo normolipidica contendo éleo de soja (GS), 6leo de chia (GCh), 6leo
de rosa mosqueta (GRM) ou 6leo de peixe (GP), do quadragésimo segundo
dia ao sexto més de vida. Dados expressos como média e erro padrdo da
média, considerando oito animais em cada grupo. N&o houve diferenca
significativa entre os grupos apo6s teste de Newman-Keuls (p<0,05).

6.2 Composicao de &cidos graxos dos tecidos
6.2.1 Plasma

A Tabela 4 apresenta a composicdo de AG no plasma dos animais tratados com as
quatro races experimentais. As maiores concentracdes de AL foram identificadas nos
GS e GRM. Destaca-se o contetdo expressivamente mais reduzido deste AG no GP em
relagdo aos demais. Os teores plasmaticos mais elevados de ALA foram observados nos
grupos que consumiram as fontes deste AGPI n-3, sendo maior em GCh do que em GRM.
Os animais tratados com os 06leos de soja e peixe apresentaram, sem diferencas entre si,
concentragdes significativamente mais reduzidas deste AG, em relacdo aos dois outros
grupos.

Os grupos GRM, GP e GCh apresentaram valores para o AA respectivamente
decrescentes, significativamente diferentes entre si, e mais reduzidos do que o referente
aos animais tratados com Oleo de soja. Por outro lado, as maiores concentracdes
plasmaticas de DHA e EPA foram apontadas no grupo tratado com 6leo de peixe, fonte
destes representantes de cadeia longa da familia n-3. Os demais grupos mostraram valores
significativamente mais reduzidos. Para o DHA, os animais GRM e GCh apresentaram
teores semelhantes entre si, embora 0 GS somente tenha diferido de GRM. Enquanto
para 0 EPA, o conteudo foi decrescente entre os animais GCh, GRM e GS,
respectivamente. Para o DPA, o GS foi 0 que apresentou conteddo mais reduzido,

enguanto os animais GCh e GP, os teores mais elevados.
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O conteldo total de AGPICL n-6 foi igualmente mais elevado nos animais GS e
GRM, em relacdo aos grupos GCh e GP, cujos teores também foram diferentes entre si,
com as menores concentracdes observadas em GP. Considerada a quantidade total de
AGPICL n-3, os teores foram decrescentes e significativamente diferentes entre todos 0s
grupos GP, GCh, GRM e GS respectivamente.

As razdes n-6:n-3 encontradas no GCh sao semelhantes aquelas encontradas no GP,
e a razdo mais elevada é observada no GS. Em relacdo as razdes entre produto/precursor,
tanto para AA/AL quanto para DHA/ALA, o grupo que apresentou as maiores relagdes
foi o GP, seguido de GS, e as menores foram observadas nos GCh e GRM, sem diferenga

estatistica.



Tabela 4. Perfil de acidos graxos do plasma
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Acidos graxos Grupos
(mg/100 mg AG
totais)
GS GCh GRM GP

16:0 21,43+0,76  21,55+0,86 22,45+1,05 25,10+1,86
18:0 10,11+0,65  10,76%0,60 11,22+0,86 9,22+0,92
18:1 n-9 10,30+0,50  10,97+0,80 10,71%0,75 12,56%0,70
18:2, n-6 (AL) 27,201,752  21,54+1,04°  28,14+0,94%  4,32+0,36°
18:3, n-3 (ALA) 0,860,042  5,92+0,35° 3,03+£0,35 ¢ 0,62+0,08
20:3, n-6 0,19+0,05 0,16+0,04 0,22+0,03 0,07+0,07
20:4, n-6 (AA) 14,67+0,55%  3,05+0,16° 8,51+0,71 ¢ 5,95+0,09 ¢
20:5, n-3 (EPA) 0,64+0,12%  9,78+0,38" 4,78+0,36 ¢ 14,93+0,33¢
22:5, n-3 (DPA) 0,37+0,06%  1,12+0,08° 0,84+0,05 ¢ 1,22+0,06 °
22:6, n-3 (DHA) 4,460,322  500+0,11*  556+0,16° 11,27+0,39 ¢
AGS total 34,85+0,69  35,71+0,70 35,08+0,78 37,99+1,55
AGMI total 14,61+0,88  16,23+1,47 15,19+1,04 19,23+1,08
AGPICL total 50,54+0,42°% 48,07+1,97%  538242012%  42,79+2,55°
AGPICL n-6 total ~ 40,74+1,84% 25,71+0,99°  37,27+#1,28%  10,64+0,23°¢
AGPICL n-3total ~ 8,32+0,55%  25,61+150°  16,55+0,92°¢  29,20+0,65°
Raz&o n-6:n-3 5,19+0,452  1,07+0,06° 2,28+0,11°¢ 0,36+0,00 °
Razdo AA/AL 0,64+0,10%  0,14+0,01° 0,29+0,03° 1,39+0,01 ¢
Razio DHA/ALA 524405542  0,85+0,06°" 1,85+0,28 ° 19,03+3,04 ¢

GS = grupo soja; GCh = grupo chia; GRM = grupo rosa mosqueta; GP = grupo peixe. AG = 4cido graxo;
AL = &cido linoleico; ALA = &cido alfa-linolénico; AA = &cido araquidbnico; EPA = 4cido
eicosapentaenoico; DPA = &cido docosapentaenoico; DHA = 4cido docosahexaenoico; AGS = &cidos
graxos saturados; AGMI = acidos graxos monoinsaturados; AGPICL = acidos graxos poli-insaturados de
cadeia longa. n = 4 a 6 em cada grupo. Valores expressos como média + erro padrdo da média. Letras
diferentes representam valores significantemente diferentes apds teste de Newman-Keuls (p<0,05).

6.2.2 Tecido hepético

A composicdo de AG no tecido hepatico dos animais tratados com os quatro
diferentes tipos de Oleos esta descrita na Tabela 5. Os maiores conteldos de AL sdo
observados nos animais GS e GRM. Os teores deste AGPI n-6 no grupo GCh séo

ligeiramente, embora significativamente, inferiores aos verificados entre os camundongos



58

GS e GRM, enquanto que os valores referentes ao grupo GP sdo expressivamente
menores. Os animais alimentados com os oOleos fontes de ALA, GCh e GRM
apresentaram conteudos hepaticos deste AGPI n-3 expressivamente superiores aos dos
grupos GS e GP, que foram semelhantes. Ressalta-se que o teor deste AG em GCh foi
quase duas vezes superior ao do grupo GRM. O &cido graxo derivado de cadeia longa da
familia n-6, AA, foi encontrado em maiores quantidades no figado do grupo tratado com
o0leo de soja e em quantidades mais reduzidas naqueles que consumiram o Oleo de chia.
Os animais GRM E GP apresentaram conteudo intermediério similar deste AG,
comparados aos camundongos GS e GCh. As maiores quantidades de EPA, DPA e DHA
incorporadas ao tecido foram verificadas para o grupo tratado com dleo de peixe. No caso
do EPA, os animais GCh apresentaram incorporacdo similar a do grupo GP. A
incorparacdo destes AGPICL n-3 no grupo tratado com 6leo de soja foi a menor entre
todos os grupos, exceto para 0 DHA, cujos valores, expressivamente inferiores ao do GP,
foram similares entre GS, GCh e GRM. Os conteldos totais de AGPICL n-6 diferiram
entre todos os grupos, com valores decrescentes para GS, GRM, GP e GCh. Os teores
totais de AGPICL n-3 também foram diferentes entre os grupos, com valores crescentes
para GS, GRM, GCH e GP. Maior razéo n-6:n-3 foi identificada no grupo GS, enquanto
nos animais GCh e GP, assim como entre GCh e GRM, a propor¢do mais reduzida destas
familias de AG no tecido hepatico foi semelhante. Razdes AA/AL assim como

DHA/ALA bem mais elevadas, em relacao aos demais grupos, estdo presentes no GP.



Tabela 5. Perfil de acidos graxos do tecido hepatico
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Acidos graxos Grupos
(mg/100 mg AG
totais)
GS GCh GRM GP

16:0 23,96+0,33%  20,98+0,35° 22,62+0,842"  27,36+0,57 ¢
18:0 6,80+0,79%  11,12+1,22° 990+0,35%  1062+1,42%®
18:1n-9 25,53+0,89%  11,74+0,97° 16,27+1,04°  1532+0,60°
18:2, n-6 (AL) 19,901,072  15,20+#0,92° 22,03+0,882%  2,57+0,11°
18:3, n-3 (ALA) 1,09+0,09 2 11,92+0,70°  6,09+0,28 © 0,49+0,04 2
20:3, n-6 0,96+0,07 @ 0,84+0,04°  1,1440,10°¢ 0,34+0,03°
20:4, n-6 (AA) 9,83+0,98 3,31+£0,18°  6,30+0,47 ¢ 5,33+0,27 ¢
20:5, n-3 (EPA) 0,22+0,01 @ 8,90+0,40°  2,74+0,12°¢ 9,48+0,43"
22:5, n-3 (DPA) 0,230,042 1,69+0,06°  1,44+0,05° 2,45+0,16 ©
22:6, n-3 (DHA) 4,70+0,66 ° 8,81+0,44%  8,56+0,69 23,53+0,74°
AGS total 32,35#1,00%  32,46+1,25% 33,45+0,60%  38,39+1,23°
AGMI total 28,16+3,66°%  17,63+1,13° 19,12+1,383"  19,65+1,57 "
AGPI total 39,30+2,50%  51,16+1,02° 47,25+1,623P  42,90+0,55 2P
AGPICL total 14,17+¢1272%  21,83+0,34° 19,35+0,53%  41,11+0,75°¢
AGPICL n-6 total 10,79+0,96%  3,87+0,18°>  7,67+0,43° 5,56+0,28 ¢
AGPICL n-3 total 7,07+1,042 31,16+0,65° 18,06+0,99¢  34,97+1,20¢
Raz&0 n-6:n-3 4,02+0,66 ? 0,61+0,02°¢  145+0,22 ¢ 0,21+0,02 °
Razdo AA/AL 0,52+0,05 @ 0,22+0,01°  0,2840,03%°  2,06+0,21 ¢
Razdo DHA/ALA 5,04+0,59 0,71+0,06%  1,43+0,162 47,93+6,48 °

GS = grupo soja; GCh = grupo chia; GRM = grupo rosa mosqueta; GP = grupo peixe. AG = 4cido graxo; AL
= &cido linoleico; ALA = acido alfa-linolénico; AA = acido araquidbnico; EPA = acido eicosapentaenoico;
DPA = acido docosapentaenoico; DHA = &cido docosahexaenoico; AGS = 4cidos graxos saturados; AGMI =
&cidos graxos monoinsaturados; AGPICL = 4cidos graxos poli-insaturados de cadeia longa. n =4 a 6 em cada
grupo. Valores expressos como média + erro padrdo da média. Letras diferentes representam valores

significantemente diferentes ap6s teste de Newman-Keuls (p<0,05).

6.2.3 Tecido encefalico

Na Tabela 6 estdo descritos os teores de acidos graxos avaliados no tecido

encefélico. Acido linoleico ndo foi detectado no GP e a incorporacio deste AGPI n-6 ao

tecido foi similar entre todos os demais grupos. O conteudo de ALA, DHA e totais de
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AGPICL n-3 também foram similares entre os grupos, assim como a razdo DHA/ALA.
Apenas o0 GP apresentou menor contetido de AA, assim como menor contetdo total de
AGPICL n-6, em relacdo aos demais grupos. Como nao foi detectado AL no cérebro do
GP, ndo foi possivel calcular a razdo AA/AL para este grupo, entretanto, entre os demais
grupos, esta proporcdo também ndo diferiu. Foram identificadas pequenas, porém
significativas variacdes nos teores de EPA, mais elevados nos animais GP do que
naqueles do grupo GCh, em relacéo aos valores igualmente mais reduzidos de GS e GRM.
O contetdo encefalico de DPA, por sua vez, se apresentou igualmente mais elevado em
GP e GCh, em relacdo ao do GS, mais reduzido entre todos, e GRM. As razdes n-6:n-3

diferiram entre todos os grupos com valores decrescentes para GS, GRM, GCh e GP.
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Tabela 6. Perfil de &cidos graxos do tecido encefalico

Acidos graxos Grupos
(mg/100 mg AG
totais) GS GCh GRM GP

16:0 1,53+0,13 1,70+0,09 1,62+0,17 1,79+0,23
18:0 1,11+0,16 1,34+0,04 1,360,15 1,14+0,11
18:1n-9 1,06+0,18 1,31+0,06 1,17+0,14 1,42+0,21
18:2, n-6 (AL) 0,04+0,01 0,03+0,01 0,02+0,01 ND

18:3, n-3 (ALA) 0,10+0,02 0,08+0,01 0,09+0,01 0,09+0,02
20:3, n-6 0,030,012  0,05+0,00° 0,04+0,00 ND

20:4, n-6 (AA) 0,74+0,07%  0,66+0,03 0,71+0,06 2 0,45+0,04 °
20:5, n-3 (EPA) 0,01+0,00%  0,03+0,00° 0,01+0,00 0,06+0,01 °
22:5, n-3 (DPA) 0,01£0,00*  0,06+0,00° 0,02+0,00 © 0,06+0,01 °
22:6, n-3 (DHA) 1,01+0,13 1,17+0,06 1,16+0,10 1,4040,15
AGS total 2,15+0,27 3,04+0,18 2,97+0,33 3,23+0,48
AGMI total 1,52+0,25 1,79+0,06 1,62+0,20 1,94+0,29
AGPICL total 2,22+0,22 2,25+0,10 2,23+0,20 2,30+0,26
AGPICL n-6 total 1,00+0,09%  0,85+0,04 2 0,91+0,08 0,57+0,08 °
AGPICL n-3 total 1,22+0,14 1,40+0,07 1,32+0,12 1,32+0,12
Raz&0 n-6:n-3 0,84+0,04%  0,61+0,02° 0,70+0,02 0,36+0,02 ¢
Razdo AA/AL 21,61+451  2311+261  2281+178 ND

Razdo DHA/ALA  11,96+2,03  13,76+0,67 13,99+0,86 17,99+3,48

GS = grupo soja; GCh = grupo chia; GRM = grupo rosa mosqueta; GP = grupo peixe. AG = 4cido graxo;
AL = &cido linoleico; ALA = 4cido alfa-linolénico; AA = 4cido araquiddnico; EPA = 4cido
eicosapentaenoico; DPA = 4cido docosapentaenoico; DHA = &cido docosahexaenoico; AGS = acidos
graxos saturados; AGMI = 4cidos graxos monoinsaturados; AGPICL = 4cidos graxos poli-insaturados de
cadeia longa; ND = ndo detectado. n =5 a 6 em cada grupo. Valores expressos como média * erro padrdo
da média. Letras diferentes representam valores significantemente diferentes ap6s teste de Newman-Keuls
(p<0,05).

6.3 Parametros bioguimicos plasmaticos

A Tabela 7 exibe as concentracdes de glicose, TAG, colesterol total e fragdo HDL
analisadas no plasma dos animais investigados. As diferencas nas concentracdes de
glicose e TAG entre todos os grupos ndo alcangaram significancia estatistica. Maiores
teores de colesterol total foram identificados no plasma dos animais GS, comparado aos

demais, exceto que o0 GRM apresentou teores similares tanto ao GS quanto aos grupos
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GCh e GP. A fracdo HDL-colesterol mais elevada foi verificada no GCh, todavia, sem
diferenca estatistica para os animais GS e GRM, que também nao diferiram do GP, com

0s menores teores deste lipideo.

Tabela 7. Pardmetros bioquimicos plasmaéticos

Parametros Grupos
(mg/dL) GS GCh GRM GP
Glicose 209,6 + 21,6 1195+9,4 1344+17,1 117,7+7,8
Triacilglicerois 74,3+ 10,2 853+9,6 70,8 +6,9 55,8+6,1
Colesterol total 89,1 +4,7°2 70,7+32% 752+49% 56,2 +6,0°

Fracdo HDL-colesterol ~ 60,5+10,1%® 850+852% 615+37% 51,0+2,1°

GS = grupo soja; GCh = grupo chia; GRM = grupo rosa mosqueta; GP = grupo peixe. h= 4 a 6 em cada
grupo. Letras diferentes representam valores significantemente diferentes apds teste de Newman-Keuls (p <
0,05). Valores expressos como média e erro padrdo da media.

6.4 Teste de tolerancia intraperitoneal a glicose

Apo6s administragdo intraperitoneal de glicose, foi calculada a area sob a curva das
glicemias, obtidas em diferentes tempos ao longo das duas horas de duragdo do teste
(Figuras 8A e 8B). A resposta a sobrecarga glicémica nestes animais nao foi diferente
entre todos 0s grupos (GS = 45.712 + 2.105; GCh = 41.793 + 1.674; GRM = 44.483 +
2.051; GP =49.013 + 3.139).
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Figura 8. Gréfico representativo das curvas glicémicas dos diferentes
grupos experimentais, obtidas no teste de tolerancia intraperitoneal a
glicose (TTIG) (A) e area sob a curva glicémica (AUC) (B) calculada no
TTIG aos 180 dias de vida de camundongos C57BL/6 alimentados com
racdo normolipidica contendo 6leo de soja (GS, n = 12), dleo de chia
(GCh, n=7), bleo de rosa mosqueta (GRM, n = 8) ou 6leo de peixe (GP,
n = 8), do quadragésimo segundo dia ao sexto més de vida. Valores
expressos como média e erro padrdo da média. Nao foram identificadas
diferencas estatisticas com teste de Newman-Keuls entre os grupos (p <
0,05).

6.5 Concentragdes de adipocinas

6.5.1 Perfil de adipocinas no plasma
As concentrages plasmaticas de adipocinas estdo descritas na Tabela 8. Foram
identificados teores mais elevados de resistina, entre os animais GRM, e de leptina, nos

camundongos GCh, em relagcdo a todos os demais grupos. Para a insulina, o GP
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apresentou o menor contetido circulante, dentre todos os animais tratados. Nao foram
verificadas diferencas nos valores de adiponectina.

Tabela 8. Concentracfes plasmaticas de adipocinas

Adipocinas Grupos
(pg/mL)
GS GCh GRM GP
Resistina 176.705 + 44.050° 267.584 + 62.066° 505.706 + 23.053° 158.904 + 24.553 °
Leptina 1.004,0 +186,9%  8.523,0+1109° 786,2+100,5% 567,0+ 61,77
Insulina 3.594 +110,8% 3.669 + 404,42 4511+1244°% 2.287 +276,4°
Adiponectina 10,7 £0,2 10,87 0,1 10,82 £0,2 11,12 +0,1

GS = grupo soja; GCh = grupo chia; GRM = grupo rosa mosqueta; GP = grupo peixe. n =5 a 6 em cada grupo.
Valores expressos como média + erro padrdo da média. Letras diferentes representam valores significantemente
diferentes apds teste de Newman-Keuls (p<0,05).

6.5.2 Perfil de adipocinas no tecido hepético

Os teores hepaticos de resistina se mostraram mais elevados nos animais que
receberam éleo de peixe, enquanto aqueles que consumiram racdo contendo 6leo de soja
apresentaram o maior conteudo de leptina. As concentracdes de insulina neste tecido
diferiram, igualmente, entre os animais GRM e GP, com valores mais elevados do que 0s
camundongos GS e GCh (Tabela 9)

Tabela 9. Concentrac6es hepaticas de adipocinas

Adipocinas Grupos
(pg/mL)

GS GCh GRM GP
Resistina ~ 4.655+825,9% 7.290+1054% 10.328 £2701% 19.633 +982,3°"
Leptina 398,3+27,7% 935+204°  1684+50,7° 184+429°"
Insulina 1.166+77,6% 1.077+299°% 1.490+99,7°  1.487+498°
GS = grupo soja; GCh = grupo chia; GRM = grupo rosa mosqueta; GP = grupo peixe. n = 5 em cada

grupo.Valores expressos como média *+ erro padrdo da média. Letras diferentes representam valores
significantemente diferentes apos teste de Newman-Keuls (p < 0,05).

6.5.3 Perfil de adipocinas no tecido encefalico

Conforme demonstrado na Tabela 10, quando comparados todos 0s grupos, também

foi verificado, no tecido encefalico, conteddo mais elevado de resistina no GP. Os animais
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que consumiram 6leo de rosa mosqueta, comparados aos demais, evidenciaram teores
aumentados de leptina. Nenhuma diferenca significativa foi verificada para a insulina.

Tabela 10. Concentragdes encefalicas de adipocinas

Adipocinas Grupos
(pg/mL)
GS GCh GRM GP
Resistina 631,3+108,1% 5253+29,3% 641,8+652°% 1251,0+1702°
Leptina 141 +3,2° 16,3+3,3% 53,1+1,2° 22,6 +3,8°
Insulina 417,5+47,1 3915+21,0 424,0+0,0 449,0 £ 25,0

GS = grupo soja; GCh = grupo chia; GRM = grupo rosa mosqueta; GP = grupo peixe. n = 4 a 5 em cada grupo.
Valores expressos como média + erro padrdo da média. Letras diferentes representam valores significantemente
diferentes apds teste de Newman-Keuls (p < 0,05).

6.6 Concentracdes de citocinas inflamatdrias
6.6.1 Perfil de citocinas inflamatdrias no plasma

Consideradas as concentracdes plasmaticas das citocinas inflamatorias analisadas
no plasma (Tabela 11), verifica-se que os animais GP, entre todos os demais,
apresentaram as menores concentragdes de TNF-a. O conteudo circulante de IL-6 deste
grupo também foi o0 mais reduzido, embora semelhante ao dos camundongos GRM. As
concentracdes de IL-10 diferiram, igualmente, entre os animais GS e GCh, com valores

mais elevados do que os camundongos GRM e GP.
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Tabela 11. Concentragdes plasmaticas de citocinas

Citocinas Grupos
(pg/mL)
GS GCh GRM GP
TNF-a 1.122,00 + 154,6%° 7653+ 121,7% 766,5+50,7° 320+ 116,9"
IL-6 38,2 + 3,6 34,9 +6,8° 28,5+ 1,8% 16,1 +1,7°
IL-10 197,7 £ 18,8% 259,0 +56,028  118,1+12,1® 83,8 +13,12°

GS = grupo soja; GCh = grupo chia; GRM = grupo rosa mosqueta; GP = grupo peixe. n =4 a 5 em cada
grupo. TNF-a = fator de necrose tumoral alfa; IL-6 = interleucina 6; IL-10 = interleucina 10. Valores
expressos como média * erro padrdo da média. Letras diferentes representam valores significantemente
diferentes ap0s teste de Newman-Keuls (p < 0,05).

6.6.2 Perfil de citocinas inflamatdrias no tecido hepatico

O conteudo hepatico de TNF-a e IL-6 foi semelhante entre os grupos GCh e GP e,
para a IL-10, a semelhanca também verificada entre os valores destes dois grupos, se
estendeu aos grupos GS e GRM. Os valores mais elevados de TNF-a e IL-6 foram
observados nos grupos GS, GRM e GP. As diferencas nos teores de IL-10 entre animais
GRM (mais elevados) e GP (mais reduzidos) alcangou significancia estatistica. Nos
grupos GS e GCh, o contetdo destas citocinas foi similar entre si e entre GRM e GP
(Tabela 12).

Tabela 12. Concentracdes hepaticas de citocinas

Citocinas Grupos
(pg/mL)
GS GCh GRM GP
TNF-a 1.750 + 107,2* 1.341 + 8,5° 1.790 + 44,18  1.529 + 108,3%
IL-6 88,8 +5,8? 67,9 +24° 92,4 +3,12 81,9 + 6,62
IL-10 24,7 + 2 4% 24,1 +1,9% 30,1+1,42 212+1,7°

GS = grupo soja; GCh = grupo chia; GRM = grupo rosa mosqueta; GP = grupo peixe. n =4 a5 em cada
grupo. TNF-a = fator de necrose tumoral alfa; IL-6 = interleucina 6; IL-10 = interleucina 10. Valores
expressos como meédia + erro padrdo da média. Letras diferentes representam valores significantemente
diferentes ap0s teste de Newman-Keuls (p < 0,05).
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6.6.3 Perfil de citocinas inflamatérias no tecido encefalico

Os animais tratados com o Oleo de rosa mosqueta apresentaram as menores
concentragcdes de TNF-a no tecido encefalico, juntamente com aqueles tratados com 6leo
de peixe, ndo sendo observada diferenca significativa em relacdo aos teores do grupo que
consumiu 6leo de soja. Os teores de IL-6 foram menores entre 0s animais que receberam
dieta fonte de ALA (GCh e GRM), comparados ao grupo que recebeu 0Oleo de soja,
entretanto, o conteldo desta citocina, também mais reduzido no grupo GP, foi similar ao

dos animais GS. Nenhuma diferenca significativa foi verificada para a IL-10 (Tabela 13).
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Tabela 13. Concentragdes encefélicas de citocinas

Citocinas Grupos
pg/mL)
GS GCh GRM GP
TNF-a 16,4 + 2,7 212 +2,9° 140 +1,12 13,8 + 0,92
IL-6 53+0,12 4,1+0,3° 39+0,3° 4,8 + 0,42
IL-10 49+0,0 43+0,3 42+0,3 41+0,3

GS = grupo soja; GCh = grupo chia; GRM = grupo rosa mosqueta; GP = grupo peixe. n = 4 a 5 em cada
grupo. TNF-o = fator de necrose tumoral alfa; IL-6 = interleucina 6; IL-10 = interleucina 10. Valores
expressos como média * erro padrdo da média. Letras diferentes representam valores significantemente

diferentes ap0s teste de Newman-Keuls (p < 0,05).

6.7 Avaliacao da via inflamatoria modulada por TLR-4 e NF-kB nos tecidos

hepético e encefélico

A avaliacdo dos efeitos do consumo de diferentes fontes lipidicas na atividade
inflamatéria modulada pela via TLR-4-NF-xB, permitiu identificar que, no tecido
hepético, entre todos os grupos, o contedo de TLR-4 foi significativamente maior
naquele cujos animais receberam racdo contendo 6leo de rosa mosqueta. Os animais que
consumiram 6leo de chia e peixe mostraram valores similares mais reduzidos, enquanto
0 grupo GS exibiu 0 menor teor da proteina, embora similar ao de GP (Figura 9).

O contetido de Myd88, quando comparado entre todos os grupos, também foi mais
elevado entre os animais GRM, seguido do grupo GCh. Os camundongos GS e GP
apresentaram, igualmente, os menores teores da proteina nesse tecido (Figura 10).

As diferengas no conteudo de NF-«xB p50 total no tecido dos animais tratados com
os distintos 6leos ndo alcancaram significancia estatistica (Figura 11). No entanto, 0s
teores da forma fosforilada da subunidade p50 deste fator de transcri¢cdo foram igualmente
mais elevados nos grupos GCh e GRM, quando comparados ao GP, e semelhantes ao
grupo GS (Figura 12), enquanto as concentracdes da forma fosforilada da subunidade
p65, também se mostraram significativamente mais elevadas em GCh e GRM, entretanto,

neste caso, quando comparados ao GS, e semelhantes ao grupo GP (Figura 13).
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Figura 9. Conteldo hepatico de TLR-4 (% de GS) de
camundongos C57BL/6 alimentados com racdo normolipidica
contendo 6leo de soja (GS, n = 6), 6leo de chia (GCh, n = 4),
6leo de rosa mosqueta (GRM, n = 4) ou 6leo de peixe (GP, n
= 4), do quadragésimo segundo dia ao sexto més de vida.
Valores expressos como média e erro padrdo da média. Letras
diferentes significam diferenca estatistica apos teste de

Newman-Keuls (p < 0,05).
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Figura 10. Conteido hepatico de Myd88 (% de GS) de
camundongos C57BL/6 alimentados com ragdo normolipidica
contendo 6leo de soja (GS, n = 6), 6leo de chia (GCh, n = 4), 6leo
de rosa mosqueta (GRM, n = 4) ou 6leo de peixe (GP, n = 4), do
quadragésimo segundo dia ao sexto més de vida. Valores
expressos como média e erro padrdo da média. Letras diferentes
significam diferenca estatistica apds teste de Newman-Keuls (p <

0,05).
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Figura 11. ConteGdo hepético de NF-kB p50 (% de GS) de
camundongos C57BL/6 alimentados com racdo normolipidica
contendo 6leo de soja (GS, n = 6), 6leo de chia (GCh, n=4), 6leo
de rosa mosqueta (GRM, n = 4) ou 6leo de peixe (GP, n = 4), do
quadragésimo segundo dia ao sexto més de vida. Valores
expressos como média e erro padrdo da média. Nao foram
observadas diferenga estatistica apos teste de Newman-Keuls (p <
0,05).
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Figura 12. Contetdo hepatico de NF-«xB p50 fosforilada (% de GS)
de camundongos C57BL/6 alimentados com racdo normolipidica
contendo 6leo de soja (GS, n = 5), 6leo de chia (GCh, n = 4), 6leo
de rosa mosqueta (GRM, n = 4) ou 6leo de peixe (GP, n = 4), do
quadragésimo segundo dia ao sexto més de vida. Valores expressos
como média e erro padrdo da média. Letras diferentes significam
diferenca estatistica apds teste de Newman-Keuls (p < 0,05).
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Figura 13. Conteudo hepéatico de NF-xB p65 fosforilada (% de
GS) de camundongos C57BL/6 alimentados com racdo
normolipidica contendo 6leo de soja (GS), dleo de chia (GCh),
6leo de rosa mosqueta (GRM) ou oOleo de peixe (GP), do
quadragésimo segundo dia ao sexto més de vida. Valores
expressos como média e erro padrdo da média. Letras diferentes
significam diferenca estatistica apos teste de Newman-Keuls (p <
0,05).

Considerado o tecido encefalico, somente foi possivel quantificar as proteinas TLR-
4 e NF-xB p65 total dos animais tratados com os diferentes 6leos. O grupo que consumiu
6leo de soja apresentou os valores mais elevados de TLR-4, enquanto os menores valores
corresponderam ao grupo alimentado com 6leo de peixe. Os animais que receberam 0s
6leos de chia ou de rosa mosqueta apresentaram contetdo similar desta proteina, tanto
entre si, quanto entre os grupos GS e GP (Figura 14). As diferencas no contetido de NF-

kB p65 total, entre todos os grupos, ndo alcangaram significancia estatistica (Figura 15).
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Figura 14. Conteido encefdlico de TLR-4 (% de GS) de
camundongos C57BL/6 alimentados com ragdo normolipidica
contendo 6leo de soja (GS), 6leo de chia (GCh), 6leo de rosa
mosqueta (GRM) ou 6leo de peixe (GP), do quadragésimo
segundo dia ao sexto més de vida. Valores expressos como média
e erro padrdo da média. Letras diferentes significam diferenca
estatistica apds teste de Newman-Keuls (p < 0,05).
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Figura 15. Conteddo encefalico de NF-xB p65 (% de GS) de
camundongos C57BL/6 alimentados n = 4), 6leo de chia (GCh, n
= 4), 6leo de rosa mosqueta (GRM, n = 4) ou 6leo de peixe (GP,
n = 4), do quadragésimo segundo dia ao sexto més de vida.
Valores expressos como média e erro padrdo da média. Nao foram
observadas diferencas estatisticas apos teste de Newman-Keuls (p
<0,05).
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7 DISCUSSAO

Neste estudo, avaliamos se fontes ndo convencionais do &cido graxo alfa-linolénico
(6leos de chia e de rosa mosqueta), veiculadas em dietas normocaldricas e isoenergéticas,
resultam em diferente incorporacdo de AG nos tecidos hepatico e encefalico e afetam o
metabolismo lipidico e inflamatdrio de camundongos C57BL/6 adultos saudaveis.

N&o foram encontradas diferencas significativas relativas a evolucdo de massa
corporal tampouco ao consumo alimentar entre os grupos. Por outro lado, foi verificado
conteddo plasmatico de leptina mais elevado entre os animais que consumiram dieta
contendo 6leo de chia (GCh), enquanto no tecido encefalico, o grupo tratado com 6leo de
rosa mosqueta (GRM) apresentou o teor mais elevado do hormonio.

Schipper et al. (2013) descreveram que camundongos tratados com dietas
normolipidicas, com contetdo reduzido de AG n-6 ou aumentado de AG n-3, durante
periodos criticos de desenvolvimento, ndo apresentaram diferencas na massa corporal e
no contetido plasmatico de leptina, quando comparados ao grupo controle. No entanto,
estes autores observaram que as alteracfes no contetido de AG n-3 na dieta modularam
negativamente a densidade de neurbnios orexigenos e anorexigenos no nucleo
paraventricular do hipotalamo. O tratamento de animais adultos, com essas mesmas
dietas, também ndo promoveu efeitos sobre a massa corporal, entretanto, interferiu na
composicao corporal (OOSTING et al., 2010).

A leptina constitui hormdnio produzido e secretado pelo tecido adiposo, capaz de
estimular, no hipotalamo, mecanismos promotores de saciedade bem como de aumento
do gasto energético, além de estar envolvida com a distribuicdo da gordura corporal
(BILLES; SIMONDS; COWLEY, 2012; ATHYROS et al., 2010; MISTRY; SWICK;
ROMSQOS, 1997). Conforme sugerido por Schipper et al. (2013) a qualidade dos AG
dietéticos pode afetar os circuitos neuronais de controle do balanco energético,
produzindo alteracGes que ndo se refletem sobre a massa corporal. Sabe-se, ainda, que em
animais com defeitos no receptor de leptina, 0 aumento da concentracdo deste hormonio
é incapaz de regular o consumo alimentar (LUHESHI et al., 1999). A possibilidade de
existéncia de resisténcia a acdo da leptina, relacionada as alteracdes na redistribuicdo da
gordura corporal ja foi descrita por Carter et al. (2013). Em nosso estudo, 0s teores
aumentados de leptina no plasma do grupo GCh e no cérebro do GRM néo foram capazes
de refletir diferencas no consumo alimentar ou na massa corporal destes animais. Uma

vez que a composicdo corporal ndo foi avaliada, somente é possivel especular existir
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diferengas desta natureza entre os animais tratados com as dietas ricas em AG n-3, que
nao repercutiram em variagdes na sua massa corporal.

O conteldo plasmatico de AL, ALA bem como o relativo aos totais de AGPI n-3 e
n-6 refletiu o perfil destes AG nas ragOes experimentais oferecidas aos animais. A
ingestdo mais elevada de AL, entre os animais tratados com 6leo de soja, parece inibir a
conversdo de ALA em DHA, conforme observado na maior razdo DHA/ALA no plasma
do GS, comparada a de animais que consumiram dietas com contetido mais reduzido deste
AGPI n-6 e sem quantidades detectaveis de DHA (GCh e GRM). Este achado corrobora
com a literatura, que sustenta a existéncia de competicdo entre AL e ALA pela utilizagéo
da enzima A-6-dessaturase, importante para a conversao destes AG em seus derivados de
cadeia mais longa e insaturada (EMERY et al., 2013). Wien et al. (2010) sugerem que a
reducdo da razdo AL:ALA favoreca aumento de EPA em eritrocitos. Em nosso estudo, a
reducdo desta razdo no plasma dos animais GCh e GRM também parece favorecer
concentragdes circulantes mais elevadas de EPA nestes mesmos animais.

A incorporacdo hepética de ALA também refletiu o consumo dietético deste AG
em todos os grupos, e favoreceu a formacdo enddgena de EPA e DHA na mesma
proporc¢éo, considerando que os animais GS, GCh e GRM néo consumiram estes AGPICL
n-3. Camundongos GCh e GP incorporaram concentra¢es semelhantes de EPA no tecido
hepatico, sugerindo que o contetdo mais elevado de ALA na racdo contendo 6leo de chia,
juntamente com sua maior retencdo hepatica, favoreceu a formacéo daquele AGPICL n-
3. Areduzida incorporacdo de AL no figado do GCh, quando comparado aos GRM e GS,
também pode ter favorecido maior sintese de EPA neste grupo, devido a competicao
destes AG pela enzima A6-dessaturase, conforme relatada na literatura e anteriormente
referido (BAKER et al., 2016).

Conforme esperado, as concentracBes hepéaticas de DHA foram expressivamente
mais elevadas no GP, cuja dieta forneceu este AGPICL n-3 pré-formado. Apesar de as
diferencas no conteudo deste AG para 0os demais grupos ndo ter alcancado significancia
estatistica, os valores relativos aos animais GCh e GRM foram cerca de 85% maiores do
que aqueles correspondentes ao grupo GS. E possivel supor que a maior ingestio de ALA
dos camundongos alimentados com as fontes ndo convencionais deste AGPI n-3 tenha
favorecido producdo e incorporacdo mais elevada de DHA no figado daqueles animais.
Sabe-se que a expressdo das enzimas dessaturases e elongases, envolvidas na sintese de

AGPICL a partir de seus precursores, & maior no tecido hepatico. Por esta razdo, a maior
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taxa de sintese de DHA ocorre neste tecido. O DHA pode, entdo, sofrer esterificacdo e
empacotamento em lipoproteinas, para finalmente ser secretado na corrente sanguinea
(DOMENICHIELLO; KITSON; BAZINET, 2015).

Valenzuela et al. (2012) relatam resultados semelhantes aos nossos. Estes autores
encontraram maior incorporagdo hepatica de DHA em ratos alimentados com o6leos de
chia e rosa mosqueta, em comparacdo ao grupo que recebeu Oleo de canola, fonte de
AGPI n-6. Adicionalmente, os investigadores também identificaram maior acréscimo de
ALA e EPA no figado dos animais que consumiram 0s 6leos de chia e rosa mosqueta,
concluindo que representam boas alternativas dietéticas para suprimento de ALA,
considerando a capacidade hepatica da sua bioconversdao em EPA e DHA.

O tecido encefalico também expressa as enzimas dessaturases e elongases,
apresentando capacidade de converter AL em AA bem como ALA em EPA e DHA.
Contudo, a sintese de DHA é cerca de cem vezes menor que sua captagdo e consumo
neste tecido, o que indica que a homeostase deste AGPICL n-3 no cérebro ndo depende
apenas de sua sintese local (DOMENICHIELLO; KITSON; BAZINET, 2015). O DHA,
normalmente encontrado em expressivas concentracdes no cérebro, € de vital importancia
para o sistema nervoso central, participando na neurogénese, neurotransmissao e protecao
contra o estresse oxidativo local. Sua deficiéncia esta associada a prejuizos cognitivos e
comportamentais (INNIS, 2007). Frente a importancia para o tecido cerebral, sugere-se a
existéncia de mecanismo capaz de priorizar a captacdo e incorporacdo de quantidades de
DHA adequadas ao adequado funcionamento do tecido (DYALL, 2015).

No presente estudo, as concentragdes encefalicas de DHA foram similares entre
todos os grupos, apesar de as variacbes no contedo de AGPI n-6 e n-3 nas racdes
experimentais consumidas. Estes resultados estdo de acordo com aqueles descritos por
Barcel6-Coblijn et al. (2005), que também ndo encontraram diferencas no contetdo de
DHA no cérebro de animias tratados com dietas enriquecidas com 6leos fontes de ALA,
AL e EPA/DHA (linhaca, cartamo e peixe, respectivamente). Em nosso estudo, as
diferencas nos contetdos encefélicos de AL e ALA também nédo foram significativas
entre 0s quatro grupos investigados, apesar da ampla varia¢do no contetdo destes AG nas
dietas ofertadas. Estes achados sugerem que este tecido apresenta incorporacao peculiar
de AG, que ndo reflete, necessariamente, o consumo dietético.

A hipertrigliceridemia é considerada fator de risco independente para aterosclerose

(GAO et al., 2010). Fortino et al. (2017) relataram que a adi¢do de sementes de chia a
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racdo de camundongos expostos a dieta rica em sacarose desde o desenvolvimento
intrauterino foi capaz de prevenir o excesso de TAG circulante. Kim, Choi e Choi (2004)
observaram reducao nos TAG plasmaticos de ratos alimentados com 6leo de perilla (rico
em ALA), bem como naqueles alimentados com 6leo de peixe, quando comparados aos
animais que receberam 6leo de milho e sebo de carne bovina (ricos em AGPI n-6 e AGS,
respectivamente). Em ratos dislipidémicos, a incorporacdo de sementes de chia a dieta
também demonstrou ser favoravel a normalizacdo de hipertrigliceridemia (CHICCO et
al.,, 2009). Em nosso estudo, ndao foram verificadas diferengas nas concentragoes
plasméticas de TAG, sugerindo que, em animais sem alteracbes metabolicas prévias, o
incremento no consumo de ALA parece nao favorecer este parametro bioquimico.

ConcentragOes séricas elevadas de colesterol total, associadas ao reduzido HDL-
colesterol, sdo considerados fatores de risco para DCV (LEWINGTON et al., 2007;
WOODWARD et al., 2007). Nossos resultados apontam tendéncia do GS para valores
mais elevados de colesterol total em relagdo aos grupos que apresentaram maiores
concentracdes plasmaticas de AGPI n-3 (GCh e GP), porém sem diferenca significativa
para GRM. Este resultado sugere que o consumo mais elevado de AGPI n-6 pelos animais
tratados com 6leo de soja contribuiu para tendéncia ao aumento dos teores de colesterol,
0 que poderia predispor outras alteraces em pardmetros relacionados a distdrbios
metabolicos. A hipercolesterolemia pode induzir acimulo de colesterol em macréfagos e
outras células do sistema imune, promovendo resposta inflamatoria, dentre outros fatores,
devido ao estimulo dos receptores tipo toll (TALL; YVAN-CHARVET, 2015). Em nosso
estudo, apesar de o maior conteldo plasmatico de colesterol total, os animais GS néo
apresentaram teores de citocinas plasmaticas, produzidas a partir da ativacdo de TLR,
diferentes daqueles identificados para os demais grupos, tampouco evidenciaram maior
quantidade de proteinas da via inflamat6ria modulada por TLR-4. Ainda que outros e
diferentes mecanismos possam estar implicados na inducao da expressao de citocinas pro-
inflamatdrias, inclusive por meio da via TLR-4 (HWANG; KIM; LEE, 2016), cabe
relativizar o significado metabdlico relacionado aos teores mais elevados para o colesterol
plasmatico, identificados no grupo GS, na medida em que permanecem dentro da faixa
de valores de referéncia para camundongos C57BL/6, ndo caracterizando quadro de
hipercolesterolemia (SANTOS et al., 2016).

Isoladamente, HDL-colesterol é considerado fator protetor contra aterosclerose
(BEITZ; BEITZ, 2017; BANDEALI; FARMER, 2012). No presente estudo, 0 consumo
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do 6leo de chia favoreceu aumento desta lipoproteina. Este resultado esta de acordo com
a literatura, uma vez que outros autores ja sugeriram que ALA dietético é capaz de
melhorar as concentragcbes de HDL-colesterol (SIOEN et al., 2009; BARCELO-
COBLIJN et al., 2008; BLOEDON et al., 2008). De outro modo, 0 menor contedo
plasmatico da lipoproteina foi identificado nos animais que consumiram ragdo contendo
6leo de peixe. E possivel que o maior contetido de AGS, verificado na racdo destes
animias, justifique o efeito observado, uma vez que ja foi demonstrado que a substituicdo
de AGS por AGPI n-6 ou AGMI favorece melhora neste parametro lipoproteico
plasméatico (HODSON; SKEAFF; CHISHOLM, 2001).

O figado é considerado importante 6rgdo na regulacdo da glicemia, mantendo sua
homeostase por meio da coordenacao das reagdes de gliconeogénese e glicolise. O quadro
de RI induz depdsitos de lipidios no figado, culminando em esteatose hepética nao
alcodlica, que pode ser observada em animais submetidos & dieta hiperlipidica
(SAMUEL,; SHULMAN, 2012).

A hiperglicemia é considerada fator de risco para DCV, mesmo entre individuos
saudaveis e na auséncia de DM2 (LEVITAN et al.,, 2004). Sabe-se que citocinas
inflamatorias, como TNF-a, podem contribuir para fosforilagdo do IRS em serina,
levando a Rl e DM2 (SCHENK; SABERI; OLEFSKY, 2008). De outro modo, AGPI n-
3 sdo capazes de atenuar a inflamacéo, pois tém capacidade de inibir a ativacdo da via
modulada por NF-kB, e, assim, previnem o desenvolvimento de RI e DM2
(SIRIWARDHANA et al., 2012; FEDOR; KELLEY, 2009).

No estudo de Shomonov-Wagner, Raz e Leikin-Frenkel (2015) a adicdo de ALA a
dieta de camundongos C57BL/6 foi capaz de reduzir a glicose plasmatica em comparagédo
aos animais que receberam dieta com AGS, EPA e DHA. Ja a glicemia, medida apds
jejum de 4h, demonstrou que as dietas ricas em AGPICL n-3 podem conferir beneficios
frente a dieta rica em AGPICL n-6. No presente estudo, a glicemia em jejum nao
apresentou diferenca entre os grupos que receberam diferentes fontes de ALA (GCh e
GRM) ou fonte de EPA e DHA (GP), porém, apresentou-se maior no GS, sugerindo que
todos estes AGPI n-3 sdo capazes de melhorar este parametro, frente aos AGPI n-6.
Também no GS foi encontrada concentracdo plasmatica de TNF-a mais elevada que nos
demais grupos. Apesar de a diferenca da concentracdo desta citocina no GS ndo ter
alcancado significancia estatistica, em relacdo aos GCh e GRM, é possivel que este

aumento ja tenha influenciado a glicemia em jejum nestes animais.
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O consumo de chia j& foi associado a melhorias no metabolismo glicidico. Em ratos
Wistar alimentados com dieta rica em sacarose, a adicdo desta semente a racdo, como
fonte lipidica, preveniu o surgimento de RI, bem como a hiperinsulinemia (CHICCO et
al., 2009). A ingestdo desta fonte de ALA também ja foi associada a efeitos positivos
sobre a homeostase glicémica, normalizando a glicemia e a remog&o de glicose sanguinea
durante teste de tolerancia a insulina (FORTINO et al., 2017), sendo estes efeitos
atribuidos ao consumo de ALA (FORTINO et al., 2017; CHICCO et al., 2009). A
utilizacdo de outros 6leos vegetais ricos em ALA também foi correlacionada a melhoria
da sensibilidade a insulina, em ratos com dieta rica em sacarose, na investigagdo de
Ghafoorunissa e Natarajan (2005).

Contudo, em nosso estudo, ndo foi possivel identificar diferencas significativas
entre 0s grupos, relativas a tolerdncia a glicose, avaliada pela AUC, ap6s administracao
intraperitoneal de glicose. E possivel supor que a oferta de ALA, quando associada ao
consumo de dietas normocaldricas e normoglicidicas, promova efeitos similares sobre a
sensibilidade a insulina aqueles obtidos com o consumo de fontes de AGPI n-6.

Os valores encontrados para insulina hepéatica no presente estudo ndo parecem
variar de acordo com as diferentes razfes n-6:n-3 ou mesmo com o contetido de AGPI n-
3 neste mesmo tecido. Apesar de a literatura atribuir aos AGPI n-3 efeitos positivos sobre
a sensibilidade a insulina (FEDOR; KELLEY, 2009), estes AG ndo demonstram
capacidade de estimular a secre¢do de insulina (MOSTAD et al., 2009). Devido ao fato
da tolerancia a glicose ndo ter variado entre 0s grupos, sugerimos que estas variacdes
hepéticas de insulina ndo sejam suficientes para alterar a resposta glicémica destes
animais.

Né&o foram identificadas diferencas significativas para as concentrac@es de insulina
no cérebro entre 0s grupos, possivelmente em decorréncia da auséncia de variagdo nas
concentracdes de AGPI n-3, importantes no metabolismo deste horménio (GLASS;
OLEFSKY, 2012).

A adiponectina também esta relacionada a melhor sensibilidade a insulina, e tem
sido considerada fator preditivo de risco para DM2 (LI et al., 2009). A semente de chia
ja foi associada ao aumento de concentracdes plasmaticas de adiponectina, contribuindo
no tratamento de individuos com sobrepeso ou obesidade e DM2 (VUKSAN et al., 2017).
Camundongos com deficiéncia desta adipocina apresentaram maior RI quando

submetidos a dieta hipercalorica (NAWROCKI et al., 2006). Em nosso estudo, é possivel
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que a auséncia de diferencas significativas no contetudo plasmatico de adiponectina entre
0S quatro grupos investigados tenha contribuido para os resultados que também néo
evidenciaram diferencas na toleréncia a glicose, avaliada pela AUC, entre estes grupos.

No artigo de Zhu et al. (2017), a administracdo intraperitoneal de resistina a
camundongos apontou efeito protetor desta adipocina, capaz de reduzir os danos causados
por infarto induzido por oclusdo da artéria cerebral e, ainda, melhorar déficits
neuroldgicos apds isquemial/reperfusdo. Estes efeitos foram atribuidos ao fato de que o
aumento de resistina, nestes casos, aumenta os teores de Akt fosforilada. A Akt é uma
proteina envolvida em mecanismos de apoptose em neurénios e, quando fosforilada, é
capaz de suprimir a funcdo pro-apoptética do NF-xkB (BARKETT; GILMORE, 1999).
Em nosso estudo, o cérebro dos camundongos do GP apresentou maiores teores de
resistina e, também, reduzido contetdo de TLR-4, indicando que o 6leo de peixe poderia
apresentar efeitos neuroprotetores nestes animais.

Porém, a ingestdo de AGPI n-3 parece reduzir as concentragdes plasmaticas de
resistina em pacientes com doenca arterial coronariana (MOSTOWIK et al., 2013), e in
vitro reduzir a expressdo do gene responsavel por sua producdo (HAUGEN et al., 2005).
Concentraces plasmaticas elevadas de resistina sdo observadas em modelos de
obesidade em camundongos (JAMALUDDIN et al., 2012). Nestes animais, a
administracdo de resistina prejudica a captacdo de glicose induzida por insulina, ao passo
que a utilizacdo de anticorpos anti-resistina é capaz de aumentar a sensibilidade a insulina
(JAMALUDDIN et al., 2012). Em nosso estudo, a resistina plasmatica se apresentou mais
elevada apenas no GRM, porém, sem refletir em alteracfes na sensibilidade a insulina,
estimada pela AUC. Os teores plasmaticos de insulina também néo foram mais elevados
neste grupo. Tomados juntos, estes resultados sugerem que, em animais saudaveis,
elevacbes plasmaticas de resistina ndo sdo capazes de influenciar o metabolismo
glicidico.

As concentracfes hepaticas de resistina apresentaram grande varia¢do entre 0s
grupos, porém, somente 0 GP apresentou contetdo significativamente maior desta
adipocina. A literatura sugere que a resistina seja capaz de ativar a via NF-kB,
aumentando a expressdo dos genes responsaveis pela producdo de citocinas pro-
inflamatorias, como I1L-6 e TNF-a. (TILG; MOSCHEN, 2006). Todavia, 0s maiores teores
de resistina encontrados no GP ndo refletiram em maior producdo destas citocinas no

tecido hepatico deste grupo, nem em maior contetdo das proteinas envolvidas nesta via
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inflamatoria. Estes resultados sugerem que, em animais saudaveis, recebendo dietas sem
modificagcdes na quantidade de macronutrientes e com boas fontes lipidicas, alteraces na
resistina ndo sdo capazes de influenciar a resposta inflamatoria mediada por NF-«xB.

Sabe-se que EPA é precursor de prostaglandinas e leucotrienos com baixo potencial
inflamatorio, além de inibir a formacg&o destes eicosanoides a partir de AA e reduzir a
ativagdo da via do TLR4/NF-kB (CALDER, 2012; SIRIWARDHANA et al, 2012). No
presente estudo, identificamos, concomitantemente aos teores hepéaticos de EPA mais
elevados nos animais tratados com 6leo de chia, reducdo no contetdo de TNF-o neste
tecido. As concentracbes das citocinas hepéaticas neste grupo foram similares as
correspondentes aos animais tratados com Oleo de peixe, para 0s quais é esperada
reduzida producdo destes sinalizadores de inflamacdo (CALDER, 2010). Apesar de a IL-
10 ser descrita como citocina potencialmente anti-inflamatéria, também pode estar
aumentada em situacOes caracterizadas por inflamagcdo, como mecanismo de controle
deste processo (ENOS et al., 2014). Em nosso estudo, este padréo parece se reproduzir
no plasma, onde concentracdes mais elevadas das moléculas inflamatérias TNF-a e IL-6
nos GS, GCh e GRM sédo observadas, juntamente com concentracdes também mais
elevadas de IL-10, ao contrario do GP, cujas citocinas tenderam para valores mais
reduzidos.

Razdo n-6:n-3 mais reduzida, identificada no tecido hepético dos animais tratados
com Oleo de chia ou 6leo de peixe, poderia justificar a tendéncia observada para as
menores concentracdoes de citocinas inflamatdrias, também observada nos grupos GCh
e GP. Conforme ja sugerido, menores propor¢des de AG n-6 e n-3 estdo associadas a
reducdo na producdo destes sinalizadores da inflamacdo (HINTZE; TAWZER; WARD,
2016; LIU et al., 2013). Zhang et al. (2010) encontraram expressdo hepatica das citocinas
pré-inflamatoria, proteina C reativa e IL-6, em camundongos consumindo dietas com
raz0es n-6:n-3 mais elevadas, corroborando nossos resultados.

Nossos resultados relativos aos conteudos hepaticos de TLR-4 e Myd88 sugerem
maior ativacdo desta via no GRM. Este grupo apresentou maiores concentraces
hepaticas de TNF-a e IL-6, citocinas que sdo produtos, e também agonistas, do TLR-4.
Apesar de ndo terem sido observadas diferencas significativas no conteddo destas
citocinas entre os animais GRM e GS, é possivel que este aumento ja tenha sido suficiente

para maior ativacdo deste receptor.
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Os AGPICL n-3 presentes no 0leo de peixe (EPA e DHA) sdo associados a menor
ativacdo de NF-xB (LI et al., 2017b; TAI et al., 2010). No presente estudo, os teores da
forma fosforilada da subunidade p50 do fator de transcricdo NF-xB foram igualmente
mais elevados nos grupos GCh e GRM, quando comparados ao GP, e semelhantes ao
grupo GS, enquanto as concentra¢des da forma fosforilada da subunidade p65, em GCh,

GRM e GP foram similares.
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8 CONCLUSOES

o O consumo de dietas experimentais normocaldricas, isoenergeticas e
normolipidicas, contendo 6leos de soja, chia, rosa mosqueta e peixe, promoveu similar

consumo alimentar e evolucdo da massa corporal dos camundongos.

o O plasma, figado e cérebro dos animais pertencentes a0 mesmo grupo incorporam
diferentes concentracdes de AG, demonstrando que cada tecido apresenta peculiaridades

metabolicas, que favorecem maior ou menor incorporagdo de AG especificos.

o Valores plasmaticos de colesterol total foram reduzidos em razdo da maior
ingestdo de AGPI n-3.

o Em animais adultos saudaveis, a manipulacao das razbes n-6:n-3 dietéticas nao
alterou as concentracdes plasmaticas de glicose, TAG, adiponectina e, tampouco, a

tolerancia a glicose.

o O maior consumo de EPA e DHA parece favorecer menor secrecao e circulagao
das citocinas inflamatérias TNF-a e IL-6, bem como menor concentracdao plasmatica de

insulina.

o A ingestdo de maiores quantidades de AGPI n-6 ndo resultou em maior conteudo

das proteinas da via inflamatoria modulada pelo TLR-4/NF-«B.

o O oleo de chia, nos parametros estudados, mostrou resultados mais positivos do
que o Oleo de rosa mosqueta, apesar de ndo chegar a se igualar aos efeitos positivos

atribuidos ao 6leo de peixe.

o Tomados juntos, nossos resultados permitem inferir que a utilizacdo de fontes
dietéticas de AGPI n-3 de origem vegetal, com diferentes razdes n-6:n-3, representa
opcao para manutencao de parametros metabolicos saudaveis, como alternativa frente ao
consumo de peixe e 6leo de peixe, ao qual sdo atribuidos beneficios como regulacédo de

mecanismos inflamatérios e prevencdo de doencas crénicas ndo transmissiveis.
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Anexo A

D,

Rio de Janeiro, 13 de maio de 2013
Prezada Professora Marcia Soares da Mota e Silva Lopes

A Comissdo de Etica com Uso de Animais (CEUA) em Experimentagdo
Cientifica do Centro de Ciéncias da Saiide da Universidade Federal do Rio de .Janeiro
certifica que o projeto sob sua coordenagao e intitulado: “Oleos Especiais e Seus
Efeitos no Metabolismo e na Prevencao de Doencas Cronicas”, onde € prevista a
utilizagdo de 160 camundongos, foi aprovado por esta comissédo no dia 16/01/2013,
sob o nimero de referéncia INJC016, este protocolo tem validade de 3 anos.

Prof, Paulo de Assis Melo,
Presidents da CEUA - CCS
Comiss3o de Etica com Uso
‘/VJ de Animais em Pesquisa do CCS

Prof. Paulo de Assis Melo
Presidente da Comissao de Etica com Animais - CCS

Atenciosamente;

Decania do CCS: Av.Carlos Chagas Filho, 373 Prédio do Centro de Ciéncias da Savide, Bloco K, 2° andar -
Cidade Universitdria - CEP 21941-590 — Rio de Janeiro — Brasil
Tel: (21} 2562.6705 - Fax: (21) 2270.1749 - www.ccsdecania.ufyj.br



