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RESUMO

A obesidade é conceituada como acumulo excessivo de gordura corporal, originado
de um balanco energético positivo, sendo associada com uma inflamacao crénica
nos tecidos metabdlicos caracterizada por secrecao anormal de mediadores da
resposta imune e pela ativagdo de vias de sinalizacao de processos inflamatérios.
Muitos estudos tém mostrado que fatores associados a dieta sdo importantes na
modulacdo do aumento da adiposidade, destacando-se o elo existente entre
nutricdo, metabolismo e sistema imune. Assim, o presente estudo objetiva avaliar se
o perfil bioquimico e imunoldégico em camundongos da linhagem C57BL/6 estédo
correlacionados com as principais fontes de gordura ingeridas. Camundongos
C57BL/6 foram divididos nos grupos AIN93G (dieta normal), HSB (dieta com alto
teor de agucar e manteiga), HSL (dieta com alto teor de agucar e banha de porco) e
HSO (dieta com alto teor de aclUcar e azeite de oliva). Apdés 8 semanas de
tratamento, os animais foram eutanasiados. Avaliou-se ganho de peso, adiposidade,
parametros bioquimicos e imunolégicos (citocinas e adipocinas). Os dados
apresentados sugerem que o tipo de gordura ingerida interfere nos perfis
bioquimicos e imunol6gicos dos animais, mas ha a necessidade de estudos mais
detalhados, quanto a funcéo isolada e em conjunto com outros nutrientes, dos
acidos graxos que compdem as gorduras dietéticas.

Palavras-chaves: obesidade, lipideos, parametros bioquimicos, resposta imune



ABSTRACT

Obesity is defined as an excessive accumulation of body fat, originated from a
positive energy balance. It is associated with a chronic inflammation in the metabolic
tissues characterized by abnormal secretion of mediators of the immune response
and activation of inflammatory signaling pathways. Many studies have shown that
factors associated with diet are important in the modulation of the adiposity increase,
highlighting the link between nutrition, metabolism and immune system. Thus, the
present study aimed to evaluate the biochemical and immunological profile in mice of
the strain C57BL/6 correlated with the main sources of ingested fat. C57BL/6 mice
were divided into 4 groups: AIN93G (normal diet), HSB (diet high in sugar and
butter), HSL (diet high in sugar and lard) and HSO (diet high in sugar and olive oil
olive). After 8 weeks of treatment, animals were euthanized. Weight gain, adiposity,
biochemical and immunological parameters (cytokines and adipokines) were
assessed. Our data suggest that the type of the fat ingested interfere with
biochemical and immunologic profiles in animals, but there is still a need for more
detailed studies regarding the function of each lipid component by itself as well as in
conjunction with other nutrients that comprise dietary fats.

Keywords: obesity, lipids, biochemical, immune response
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1. INTRODUCAO

1.1.0Obesidade

A obesidade é conceituada como acumulo excessivo de gordura corporal,
originado de um balango energético positivo, que ocorre quando o valor cal6rico
ingerido é superior ao gasto (MIAO et al., 2016) (PINHEIRO et al., 2004) (LO et al.,
2016). Apds o processo de transigcdo nutricional, firmou-se a adogédo de um padrao
dietético com elevado teor de gordura saturada e agucar que afetam diretamente o
estilo de vida e o perfil de saude da populacdo (SANTOS et al., 2013). Muitos
estudos tém mostrado que fatores associados a dieta sdo importantes na modulacao
do aumento da adiposidade, destacando o elo existente entre nutricdo, metabolismo
e sistema imunologico (MAIOLI et al., 2015). O grau de excesso de gordura, sua
distribuicdo pelo corpo e as consequéncias acarretadas para a saude apresentam
variacao entre os individuos obesos (PINHEIRO et al., 2004).

O numero de adultos obesos € cada vez mais alarmante, tanto em paises
desenvolvidos, como aqueles em desenvolvimento. A Organizacdo Mundial de
Saude considera a obesidade como um problema de saude publica tao preocupante
quanto a desnutricao (WHO, 2000).

Dados do VIGITEL de 2014 apontaram que no Brasil 53% da populacao
apresentavam excesso de peso, 10% a mais que em 2006, além de 17,9% das
pessoas estavam na faixa de obesidade. No mundo, o Brasil, em 2014, assumia a
terceira posicdo em percentual de individuos com excesso de peso e a quinta,
quanto aos individuos na faixa de obesidade.

A obesidade é mais prevalente em mulheres de baixa renda com a tendéncia
a se estabilizar nas classes de renda mais elevada. Esse fato pode ser esclarecido
pela falta de alimentacdo adequada, atividade fisica reduzida e pelo consumo de
alimentos muito caléricos, de baixo custo, como derivados de cereais, gorduras e
carboidratos simples. O problema da obesidade tende a crescer menos na
populacdo de maior renda devido ao maior acesso a informacgdes sobre as possiveis
consequéncias que este estado pode trazer, maior acesso a orientacao e renda para
melhoria dos habitos alimentares e a pratica regular de atividade fisica (MALIK et al.,
2013).
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As consequéncias da obesidade para a saude sao muitas e variam de um
maior risco de morte prematura a graves doencas nao letais, porém debilitantes, que
afetam diretamente a qualidade de vida. Como consequéncias deste estado, pode-
se destacar: disturbios cardiovasculares (hipertensao arterial sistémica, doenca
cérebro-vascular, trombose venosa profunda), disturbios enddcrinos (diabetes
mellitus tipo I, dislipidemia, hipotireoidismo), disturbios respiratérios (apneia
obstrutiva do sono, sindrome da hipoventilagdo, doenca pulmonar restritiva)
(TAVARES et al., 2010), além de doenca hepatica gordurosa nao alcodlica. Essa é a
principal causa de doencas hepaticas cronicas em paises desenvolvidos e abrange
as doencas caracterizadas pelo aumento do acumulo de lipideos nos hepatdcitos
que podem variar de esteatose hepatica benigna para esteato-hepatite néao
alcodlica, intimamente relacionada a sindrome metabdlica, cirrose hepatica e

carcinoma hepatocelular (JOVICIC et al., 2015).

1.2.Tecido adiposo

O tecido adiposo € um modulador critico do metabolismo energético e pode
ser dividido em trés tipos principais em humanos e roedores: tecido adiposo branco,
tecido adiposo marrom e tecido adiposo bege (STANFORD e GOODYEAR, 2016). O
primeiro constitui a maioria do tecido adiposo em adultos e é onde ocorre o
armazenamento energético na forma de ftriglicerideos (TAG). Ja o segundo, é
encontrado em neonatos de espécies mamiferas mantendo-se presente em
quantidades consideraveis somente em individuos adultos de espécies hibernantes,
sendo relacionado com a termogénese (FANTUZZI, 2005) (LO et al, 2016). O
terceiro tipo de tecido adiposo, o bege, € semelhante a gordura marrom e é
encontrado em alguns depdésitos de gordura branca, sendo também relacionado com
a termogénese (LO et al., 2016).

O tecido adiposo branco é composto por muitos tipos de células, sendo os
adipdcitos os mais abundantes. Além de adipécitos, ele € composto de fibroblastos,
pré-adipdcitos, macréfagos residentes de tecido e constituintes vasculares (BERG e
SCHERER, 2005). Trata-se de um tecido essencial para o balang¢o energético, uma
vez que possui toda a maquinaria necessaria para a sintese de acidos graxos
(lipogénese) estocando-os como TAG em periodos de abundancia de energia e para
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a mobilizacao dos &cidos graxos para fornecimento de energia (lipdlise) quando ha
déficit calérico (AHIMA e FLIER, 2000).

O armazenamento de TAG nos adipdcitos é eficaz sob condicées normais de
peso. Entretanto, essa capacidade de estocagem € excedida no estado obeso,
ocasionando depésito lipidico em tecidos metabdlicos, como musculo esquelético,
figado e pancreas, causando lipotoxicidade (Figura 1). Dessa forma, o estado de
obesidade atua como um fator de estresse nutricional modificando o metabolismo do
tecido adiposo assim como de outros 6rgaos (LYONS et al., 2016).

O aumento da massa de tecido adiposo branco (adiposidade) esta
diretamente associado com a crescente taxa de doencas metabdlicas em
consequéncia da obesidade (STANFORD e GOODYEAR, 2016).

Figura 1 — Armazenamento lipidico. Ingestdo excessiva de gordura, com
consecutiva capacidade de estocagem do tecido adiposo excedida no estado obeso,
ocasionando depésito lipidico em tecidos metabdlicos, como figado e pancreas,
causando lipotoxicidade. Fonte: Lyons et al., 2016, adaptada.

A expansdo do tecido adiposo pode ser realizada de duas maneiras:
hiperplasia (aumento do niumero de adipdcitos) e hipertrofia (aumento do tamanho
dos adipdcitos), sendo a primeira a melhor para atender a demanda de

armazenamento de lipideos em excesso, estando associada com maior
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sensibilidade a insulina (LYONS et al, 2016). O consumo de gordura saturada
influencia positivamente na hipertrofia do tecido adiposo, enquanto que a gordura
monoinsaturada favorece a expansao do tecido adiposo como hiperplasia
(FINUCANE, et al., 2015).

No entanto, é importante analisar a localizacao corporal da adiposidade para
determinar o grau de prejuizo metabdlico. Segundo Stanford e Goodyear, 2016, o
tecido adiposo branco pode estar depositado de duas formas: visceral (que circunda
0s 6Orgaos internos) e subcutdneo, sendo a primeira forma a de maior risco no
desenvolvimento de doengas metabdlicas.

O processo de expansao do tecido adiposo é auxiliado por células residentes
do sistema imune através de um processo de remodelacao extracelular, favorecendo
maior angiogénese para garantia da vasculatura e fornecimento de sangue
adequado para completar o processo de expansao.

Apos o processo de expansao, ocorre infiltracdo de células imunes devido ao
aumento do estresse, secundario ao aumento da carga de trabalho dos adipdcitos,
ocasionando morte celular por necrose e ativacdo de macréfagos. Essa infiltracdo
inicial é vista como um mecanismo protetor devido ao remodelamento tecidual
realizado pelos macréfagos através do processo de fagocitose. Os macréfagos
infiltrados se aglomeram numa estrutura conhecida como estrutura em forma de
“coroa” em volta dos adipécitos necrosados (Figura 2) (CINTI et al, 2005). O
nuamero de células imunes infiltradas é diretamente correlacionado com o tamanho
dos adipdcitos em camundongos e inversamente correlacionado com a perda de

peso em humanos obesos.
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Estrutura em “coroa”

Figura 2 - Infiltracao de macrofagos no tecido adiposo. Fonte: CINTI et al., 2005,
adaptada.

Além da funcao de estoque lipidico, o tecido adiposo € considerado um 6rgao
dindmico envolvido em uma variedade de processos fisiologicos e metabdlicos,
exaltando sua funcédo endécrina a partir da secrecao de adipocinas, com destaque
especial para a leptina, além de adiponectina e resistina, citocinas como TNF-alfa
(fator de necrose tumoral), IL-6 e IL-10 (interleucinas 6 e 10). Essa propriedade
permite uma interacdo do tecido adiposo com outros sistemas (WAJCHENBERG,
2000) (FONSECA-ALANIZ et al., 2006) (COSTA e DUARTE, 2006).

1.3.Obesidade e Inflamacao

A obesidade estd associada com uma inflamagcdo crbnica nos tecidos
metabdlicos sendo referida como inflamacdo metabdlica ou “meta-inflamacéao”
caracterizada por secregdo anormal de mediadores da resposta imune e pela
ativacdo de vias de sinalizacdo de processos inflamatérios (LYONS et al., 2016)
(GREGOR e HOTAMISLIGIL, 2011). H& um aumento no numero de células
dendriticas e macréfagos no tecido adiposo e figado, o que contribui para alteracdes
metabdlicas ocasionadas (JOVICIC et al., 2015). Essas alteracdes metabdlicas sao
decorrentes da secrecdo inadequada de citocinas e adipocinas secretadas tanto
pelos adipdcitos, tanto pelas células do sistema imune que infiltram o tecido adiposo.

As adipocinas desempenham importantes fungées na homeostase de varios
processos fisioldgicos, como ingestao alimentar, regulacdo do equilibrio energético,
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metabolismo de glicose, resposta imune, entre outros (COSTA e DUARTE, 2006)
(SANCHEZ-MUNOZ, 2005). As principais adipocinas sdo leptina, adiponectina e
resistina.

A leptina € um horménio peptidico, pré-inflamatério, cujo nome é derivado do
grego leptos, que significa magro. Uma de suas fungdes é ser um sinal aferente para
o sistema nervoso central (SNC) por uma retroalimentagcdo negativa que inibe a
expressdo da leptina, controlando o apetite e, consequentemente, a ingestao
alimentar. Por isso, é conhecido como “horménio da saciedade” (SILVEIRA et al.,
2009). A leptina é produzida pelo tecido adiposo entre outros tecidos e a expressao
de RNAm (acido ribonucléico — mensageiro) para sua sintese pode ser aumentada
sob a influéncia de algumas citocinas, como TNF-alfa e IL-6 (FONSECA-ALANIZ et
al, 2006). A expressdao do gene da leptina esta diretamente relacionada com o
tamanho da massa de gordura corporal total, ou seja, quanto maior a quantidade de
tecido adiposo, maior a concentragéo de leptina produzida e liberada na circulagéao
(WAJCHENBERG, 2000).

A adiponectina é uma proteina plasmatica, secretada especificamente pelo
tecido adiposo (FANTUZZI, 2005) (COSTA e DUARTE, 2006). Ela circula em
concentracdes bem mais elevadas que a leptina no sangue humano (FANTUZZI,
2005). Ao contrario da leptina, a expressdo de adiponectina € inversamente
proporcional ao tecido adiposo, ou seja, quanto mais o tecido adiposo aumenta,
menor a expressao dessa adipocina (COSTA e DUARTE, 2006). A adiponectina
possui atividade anti-inflamatoria e estimula a expresséo de citocinas como a IL-10.
As citocinas TNF-alfa e IL-6 inibbem a secrecao e expressdao de adiponectina
(SILVEIRA et al., 2009).

A resistina € um hormoénio peptidico que tem sido associado a obesidade e
sua desregulacdo enddcrina e metabdlica, sendo seus niveis significativamente
aumentados em individuos obesos (ANDREAS et al., 2016) e encontrada na zona
inflamatéria dos adipdcitos (DEGAWA-YAMAUCH et al, 2003). Seu nome é
atribuido ao fato da resistina favorecer a resisténcia a acao da insulina (COSTA e
DUARTE, 2006). Em humanos, os macréfagos sao os principais responsaveis pela
sua liberacdao, enquanto que o tecido adiposo parece contribuir apenas com uma
minima fragdo (SOUKI et al., 2016) (COSTA e DUARTE, 2006).

Sabe-se que individuos obesos apresentam um perfil de citocinas alterado,
sendo diversas destas expressas ou secretadas por células presentes no tecido
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adiposo (DENG e SCHERER, 2010). As citocinas TNF-alfa, IL-6 e IL-10 tém sido as
mais relatadas em estudos de obesidade (PEREIRA, et al., 2014).

TNF-alfa, citocina pro-inflamatéria secretada por células do sistema imune,
como monocitos, macréfagos, linfécitos e células natural killer, assim como por
adipdcitos, tem a funcao de induzir apoptose e toxicidade em células tumorais, bem
como ativagdo de mondécitos (HOTAMISLIGIL, 1993). TNF-alfa é amplamente
expresso no tecido adiposo e sua acado pode interferir no processo de
armazenamento de gordura corporal. O aumento na concentragcdo de TNF-alfa
promove a expressao de outras citocinas pré-inflamatérias e reduz a expressao
daquelas anti-inflamatérias, resultando em um estado pré-inflamatério global
(BAKER et al., 2011).

A IL-6 também é uma citocina com perfil pré-inflamatério, secretada por
células presentes no tecido adiposo. A concentracdo elevada de IL-6 é observada
em individuos obesos, com correlagdo positiva com o indice de Massa Corporal
(IMC) (CRUZ-DOMINGUEZ, et al., 2014).

Secretada por linfocitos, macréfagos e mondcitos ativados, a IL-10 possui
propriedades anti-inflamatérias, atuando na modulagdo da resposta imune e
inflamatéria por diversos mecanismos, entre eles suprimindo citocinas pro-
inflamatérias, como IL-6 e TNF-alfa (PEREIRA, et al, 2014). A IL-10 é
negativamente relacionada ao IMC e a diminuicdo de sua concentragdo esta
diretamente associada a obesidade (ESPOSITO, et al., 2003).

1.4.Modelos experimentais de obesidade

Nos ultimos 30 anos, tém surgido varios estudos experimentais para se
avaliar os efeitos de dietas ricas em gordura (MAIOLI et al., 2015). A maioria desses
estudos utilizam animais adultos e os alimentam com dietas com concentracdes
extremamente baixas (<20%) ou extremamente altas de lipideos (>40%)
(FLANAGAN et al., 2008).

Muitos estudos utilizam ratos Wistar machos como modelo experimental.
Kretschmer e colaboradores (2005) trataram os animais com dieta padrao (10,8%
lipideos), dieta com alto teor de lipideos e carboidratos (24% lipideos) e dieta de
cafeteria (que promove o aumento de peso nos animais através do fornecimento de

alimentos altamente palataveis que constituem parte dos habitos alimentares das
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pessoas de paises ocidentais). Prada e colaboradores (2005) alimentaram os ratos
com dieta padrao (10% lipideos) e dieta de cafeteria (46,5% lipideos), encontrando
maior ganho de peso nos animais alimentados com a dieta rica em lipideos. Lionetti
e colaboradores (2014) e Cavaliere e colaboradores (2016) trataram os animais com
dieta padréao (10,6% lipideos), dieta com alto teor lipidico, utilizando, como fonte de
lipideos, a banha de porco (40% lipideos) por 6 semanas e observaram maior ganho
de peso nos animais alimentados com dieta com alto teor de banha.

Outros estudos utilizando camundongos C57BL/6 machos tratados com dieta
padrao (10% lipideos) ou dieta com alto teor lipidico (60% lipideos), por 24 semanas
conseguiram induzir obesidade experimental (Jovicic et al, 2015). Maioli e
colaboradores (2015) utilizaram dieta padrao (AIN 93G) e dieta com alto teor de
acucar e lipideo (48% lipideos), tendo como principal fonte lipidica, a manteiga, para
alimentar os camundongos por 11 semanas e encontraram ganho de peso
significativo nos animais alimentados com dieta rica em manteiga, bem como uma
diferenga nos marcadores bioquimicos e inflamatérios. Finucane e colaboradores
(2015) observaram também ganho de peso em camundongos alimentados com dieta
com alto teor de lipideos (45%) advindos de acido oléico, dmega 9 (w9) quando
comparados com camundongos controle alimentados com dieta padrao contendo

5,2% de lipideos, por 24 semanas.
1.5.Lipideos dietéticos

Os lipideos sdo uma classe de substancias quimicas cuja principal
caracteristica € a hidrofobia, ou seja, ndo serem sollveis em agua. Os exemplos
mais conhecidos de lipideos sao os acidos graxos e seus derivados, esterois, ceras
e carotenoides (RAMALHO E SUAREZ, 2013).

Os &cidos graxos sao classificados pelo comprimento da cadeia de carbono,
além de numero de duplas ligagdes na cadeia de carbono e pela configuragao das
duplas ligacdes (RAMALHO E SUAREZ, 2012). Essas caracteristicas quimicas,
associadas a quantidade de gordura ingerida na alimentacao, sao determinantes do
efeito da ingestao dos acidos graxos no organismo (SANTOS et al., 2013).

Os acidos graxos podem ser divididos em saturados e insaturados (Figura
3). Acidos graxos saturados sdo encontrados em produtos de origem animal, como
leite e derivados e carnes. Também s&o encontrados no 6leo de coco e Oleo de
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dendé. Possuem apenas ligacées simples e, normalmente encontram-se sélidos a
temperatura ambiente (SANTOS et al., 2013).

Ja os acidos graxos insaturados sao encontrados em produtos de origem
vegetal, na forma liquida a temperatura ambiente e possuem duplas ligagdes além
de ligacbes simples. Tém sua classificagdo em razdo do numero de duplas ligacdes,
em monoinsaturado ou poliinsaturado. Além desse fator, leva-se em conta a
localizacdo da primeira dupla ligacdo a partir do grupo metila da cadeia de carbono
para identificar a série do acido graxo w (dmega), sendo os principais, w3, wé e w9,

sendo o ultimo encontrado em abundancia no azeite de oliva.
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Figura 3 — Estrutura quimica de acidos graxos. a Palmitico (saturado). b
Estearico (saturado) c¢ Oléico — w9 (monoinsaturado). d Linoléico — w6
(poliinsaturado). e Linolénico — w3 (poliinsaturado). Fonte: RAMALHO E SUAREZ,
2012.

Na Tabela 1 é demonstrada a composicao de acidos graxos em diferentes
alimentos fontes.

Segundo a ANVISA, o éleo de soja é o 6leo comestivel obtido de sementes
de soja (Glycinemax L.) através de processos tecnoldgicos de refino (ANVISA,
1999). Apresenta em sua composicdo maior quantidade de acidos graxos
poliinsaturados, destacando o acido graxo linoléico, seguido de acidos graxos
monoinsaturados e saturados (ALMEIDA et al., 2011).
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Tabela 1 — Composicao de acidos graxos das diferentes fontes lipidicas (%
acidos graxos). 'Valores apresentados em média. Fonte: ANVISA, 1999; ?Fonte:
ALMEIDA et al, 2011.

Fonte lipidica/Acidos graxos Oleo de soja Manteiga Banha de porco Azeite de oliva
Saturados 14,3° 75,0° 45,0° 16,5'
Palmitico (C 16:0) 9,9° 43,7° 30,0° 13,7'
Miristico (C 14:0) - 12,3° - -
Estearico (C 18:0) 3,6° 11,2° 13,17 2,7'
Monoinsaturados 22,3° 23,2° 40,0° 70,9
Oléico (C 18:1) 21,8° 19,17 37,17 69,0
Poliinsaturados 63,2° 1,5° 14,7 12,2
Linoléico (C 18:2) 56,8 1,5 13,7° 12,2

A manteiga € um produto formado a partir da batedura do creme gorduroso
obtido do desnate do leite (BRASIL, 2013). Esse produto tem como caracteristica um
agradavel aroma e sabor. Os responsaveis por tal caracteristica sao os acidos
graxos de cadeia curta (C4-C12), principalmente o acido butirico, devido a alta
volatilidade apresentada por esses acidos graxos encontrados na gordura do leite
(HALL et al). E um produto rico em &cidos graxos saturados, correspondendo a
aproximadamente 70% dos acidos graxos totais, tendo como principal componente o
acido palmitico. Quanto a composicao de acidos graxos insaturados, a manteiga
apresenta 23,2% de &acidos graxos monoinsaturados e menos de 2% de
poliinsaturados (ALMEIDA et al., 2011).

Gorduras presentes em tecido adiposo de mamiferos como porco e boi, como
a banha de porco, sdo consideradas ricas em gordura saturada, ou como gordura
saturada, devido a algumas caracteristicas apresentadas por elas, como por
exemplo, serem sélidas a temperatura ambiente (SANTOS et al., 2013). Porém, a
banha de porco ndo apresenta em sua composicao apenas acidos graxos saturados.
Estes representam em torno de 45% dos acidos graxos totais, sendo 30% de acido
palmitico e 13,1% de &acido estearico. Os 55% restantes sdo de acidos graxos
insaturados, sendo 40% mono e aproximadamente 15% poliinsaturados (ALMEIDA
etal., 2011).

O azeite de oliva é originado da oliveira (Oleaeuropaea L.). Seu nome olea

vem do latim oliva (azeitona) ou do grego elai (6leo). Do seu fruto, a azeitona, mais
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especificamente das sementes de azeitona, é extraido o azeite através de
prensagem mecanica. Devido ao seu processo de extragdo pouco invasivo, o azeite
de oliva é considerado um produto natural de alta qualidade. Quanto a composicéo
do azeite de oliva, sabe-se que as variedades de azeitonas mais comuns utilizadas
para extracdo do éleo podem apresentar até 80% de &cido oléico, acido graxo
monoinsaturado (MELLO E PINHEIRO, 2012). O azeite de oliva apresenta ainda, em
sua composicao, aproximadamente 16% de acidos graxos saturados, quantidade
esta superior a quantidade de acidos graxos poliinsaturados (12,2%), considerados
importantes para o organismo, adquiridos somente através da alimentacao (ANVISA,
1999).
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2. JUSTIFICATIVA

Ja é bem relatado na literatura que a obesidade leva a um estado inflamatério
que gera varias co-morbidades associadas e niveis variaveis de citocinas e
adipocinas circulantes. No entanto, ainda nao esta completamente claro o papel de
cada fonte de gordura alimentar no desenvolvimento desse processo inflamatério.
Assim, o presente estudo propde avaliar se o perfil bioquimico e imunolégico de
camundongos da linhagem C57BL/6 estao correlacionados com as principais fontes
de gordura ingeridas.
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3. OBJETIVOS

3.1.Objetivo geral

Avaliar o efeito do consumo de diferentes tipos de gorduras no perfil
bioquimico e imunolégico de camundongos C57BL/6.

3.2.0bjetivos especificos

e Avaliar o efeito de dietas contendo diferentes fontes de lipideos no perfil
bioquimico e imunol6égico de camundongos C57BL/6.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1.Camundongos e delineamento experimental

Foram utilizados 20 camundongos C57BL/6 machos com idade entre 6 a 8
semanas obtidos no Biotério Central da Universidade Federal de Minas Gerais em
condigdes SPF (Specific Pathogen Free). Os animais foram mantidos e submetidos
aos ensaios experimentais no Biotério do Laborat6rio de Imunobiologia pertencente
ao Departamento de Imunologia e Bioquimica do Instituto de Ciéncias Biol6gicas
(ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Os 20 camundongos foram
divididos em 4 grupos e mantidos em gaiolas separadas (5 animais por gaiola) por 8
semanas, com livre acesso a agua filtrada e dieta. Os grupos foram:

1. Dieta AIN-93 (controle);

2. Dieta HSB (High Sugar and Butter — alto teor de acUcar e manteiga);

3. Dieta HSL (High Sugar and Lard — alto teor de acucar e banha de porco);

4. Dieta HSO (High Sugar and Olive Oil — alto teor de agucar e azeite de oliva).

O peso de cada animal foi aferido a cada sete dias e o consumo da dieta
calculado com a mesma frequéncia (oferta menos sobra).

Apo6s 8 semanas, os animais foram anestesiados com solugcao de ketamina
(70 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg), diluidos em PBS (salina tamponada). O anestésico
foi administrado por via intraperitoneal. Foi realizada uma incisdo abdominal
longitudinal para coleta de sangue, para analises bioquimicas. Posteriormente, os
animais foram eutanasiados através de deslocamento cervical. Foram coletados o
tecido adiposo epididimal para medida de citocinas, histologia e calculo de
adiposidade e o figado para histologia. As etapas do delineamento experimental
estao apresentadas na Figura 4.
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Figura 4 — Delineamento do estudo experimental.

4.2.Dietas

Os animais foram alimentados por oito semanas com a dieta AIN 93-G,

controle, e demais dietas experimentais contendo elevadas quantidades de aclcar e

lipideos, de acordo com a Figura 4. Todas as dietas utilizadas foram feitas de forma

artesanal, no préprio laboratério de Imunobiologia, sendo a composicao das mesmas

apresentada na Tabela 2.

Tabela 2 — Composicao das dietas experimentais

Dieta/Ingredientes AIN 93-G HSB HSL HSO
Amido de milho 397.486 208.586 208.586 208.586
Caseina 200 200 200 200
Amido dextrinizado 132 0 0 0
Acgucar 100 232 232 232
Oleo de soja 70 70 70 70
Celulose 50 50 50 50

Mix minerais 35 35 35 35

Mix vitaminas 10 10 10 10
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Cistina 3 3 3 3
Bitartarato de colina 2.5 2.5 2.5 2.5
Bht 0.014 0.014 0.014 0.014
Manteiga sem sal 0 188.9 0 0
Banha de porco 0 0 188.9 0
Azeite de oliva extra virgem 0 0 0 188.9
Total (g) 1000 1000 1000 1000
kcal/g 4 4,6 4,9 4,8
Composicao centesimal energética

Carboidratos 63,5 38,3 35,8 36,1
Proteinas 20,5 17,6 16,5 16,7
Lipideos 16 441 47,7 47,2

HSB elevado teor de aglcar e manteiga.
HSL elevado teor de acucar e banha de porco.

HSO elevado teor de aglcar e azeite de oliva extra virgem.

4.3.indice de adiposidade

Ao final do tratamento dietético o tecido adiposo branco epididimal foi
recolhido e pesado. Os resultados foram demonstrados como indice de adiposidade
(Peso do tecido adiposo epididimal / Peso corporal).

4.4.Medida de citocinas e adipocinas séricas

Para a coleta de sangue, os animais ficaram em jejum por 6 horas. O sangue
foi centrifugado para a obtengéo do soro e armazenado em freezer a -80°C.Niveis de
glicose, colesterol e triglicérides foram detectados com a utilizacdo de Kkits
enzimaticos (Bioclin Belo Horizonte, MG, Brasil).Os niveis de citocinas TNF-a, IL-6 e
IL-10 foram dosados em extrato do tecido adiposo epididimal. Foi adicionado tampao
para extragao de citocina e, apos, o tecido foi homogeneizado e centrifugado. Para a
deteccao dos niveis de citocinas foi utilizada a técnica de ELISA conforme instrugdes
do fabricante (R&D systems). As adipocinas leptina e resistina foram dosadas do
soro dos animais, através da técnica de ELISA conforme instru¢cdes do fabricante
(R&D systems).
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4.5.Histologia do tecido adiposo e do figado

O tecido adiposo epididimal e o figado foram removidos, lavados em solucéo
salina e fixado em formaldeido tamponado a 10%. Posteriormente, as amostras
foram transferidas para uma solucdo de etanol 70%. As amostras foram, entéo,
desidratadas e embebidas em parafina e coradas com hematoxilina-eosina. As
fotografias foram obtidas em um microscoépio éptico (Olympus Bx40) acoplado a uma
camera digital, com ampliacao de 100x para o tecido adiposo e 200x para o figado.
Para medi¢édo da area dos adipécitos, foi utilizado o software ImageJ.

4.6. Analise Estatistica

As andlises foram realizadas utilizando o Graph Pad Prism 6.01. Os
resultados sdo apresentados como média e erro padrdo. A comparacao entre os
grupos foi feita utilizando-se a analise de variancia (ANOVA). Quando a ANOVA
indicou significancia, os dados foram analisados utilizando o pés-teste de Tukey.
Two-way ANOVA foi utilizado para andlise do grafico de linha para verificar
interacdes entre as variaveis independentes tempo e grupos. Os valores de p<0,05

foram considerados significantes.
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4.7. Aspectos Eticos

O projeto foi submetido ao Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UFMG sob o protocolo de submissdao numero 338/2012 (Anexo).



30

5. RESULTADOS

5.1.Ganho de peso de acordo com a fonte de lipideos presente na dieta

No inicio do experimento, antes da separacdo dos grupos, os 20
camundongos C57BL/6 apresentaram pesos corporais semelhantes (Figura 5A).
Houve ganho de peso em todos os grupos ao longo do tempo sendo que na sétima
e na oitava semanas apo6s o consumo de dietas hipercaléricas, os camundongos do
grupo HSL apresentaram peso corporal significativamente maior quando
comparados aos animais do grupo controle (Figura 5B). A Figura 5C retirada no
ultimo dia de experimento, com 0s animais com maior peso de cada grupo, sugere
uma diferenca na distribuicdo de gordura corporal entre os grupos, sendo que o
grupo HSL apresenta gordura mais centralizada que o grupo HSO. Quanto a
adiposidade, houve diferenca estatistica entre os grupos HSL e HSO, sendo maior
no grupo tratado com banha de porco (Figura 5D).
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Figura 5 — O ganho de peso dos animais é influenciado pela fonte de lipideo
presente na dieta. A. Peso inicial dos animais. Os resultados s&do apresentados
como média e erro padrao. A comparacao entre os grupos foi feita utilizando-se a
andlise de variancia (ANOVA). B. Ganho de peso. Foi utilizado o teste Two-way
ANOVA para analise dos resultados para verificar interacdes entre as variaveis
independentes tempo e grupos. C. Distribuicao corporal de gordura. D. Adiposidade.
Os resultados sao apresentados como média e erro padrdao. A comparagao entre os
grupos foi feita utilizando-se a analise de variancia (ANOVA). * p<0,05. AIN 93G
dieta padrao. HSB elevado teor de agucar e manteiga. HSL elevado teor de acucar e
banha de porco. HSO elevado teor de aglcar e azeite de oliva extra virgem.

5.2.0 consumo de dieta é influenciado pelo tipo de gordura presente

Com relagdo ao consumo de dieta pelos animais, medido em gramas, houve
diferenca significativa entre os grupos, ndo havendo diferenga apenas entre os
grupos HSB e HSL (Figura 6A). Ja quanto ao consumo em calorias, também houve
diferenca entre os grupos sendo que o menor consumo foi encontrado no grupo

tratado com azeite de oliva (Figura 6B).
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Figura 6 - O consumo de dieta é influenciado pelo tipo de gordura presente. A.
Consumo semanal em gramas. B. Consumo semanal em calorias. Os resultados sao
apresentados como média e erro padrdo. A comparacao entre os grupos foi feita
utilizando-se a analise de variancia (ANOVA). * p<0,05. AIN 93G dieta padrdo. HSB
elevado teor de aclucar e manteiga. HSL elevado teor de acgucar e banha de porco.
HSO elevado teor de agucar e azeite de oliva extra virgem.

5.3. Aspecto histoldgico do tecido adiposo

Para avaliacdo do tecido adiposo, foi obtido o peso do tecido adiposo
epididimal e foi encontrada diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
AIN93G e HSL. O grupo alimentado com dieta com alto teor de banha obteve maior
peso do tecido adiposo (Figura 7A).

A analise histoldgica do tecido adiposo epididimal em conjunto com a area
dos adipdcitos mostrou aumento do tamanho dos adipécitos dos grupos HSB e HSL,
comparados ao grupo controle. Ja o grupo HSO tem como caracteristica adipocitos
menores quando comparados com os adipécitos dos grupos HSB e HSL. Nao foram
encontradas diferengas entre o tamanho dos adipécitos do grupo controle e grupo
HSO (Figura 7B).
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Figura 7— Aspecto histoldgico do tecido adiposo dos animais. A. Peso do tecido
adiposo epididimal. B. Histologia do tecido adiposo epididimal e area dos adipdcitos.
Os resultados sao apresentados como média e erro padrdao. A comparagao entre os
grupos foi feita utilizando-se a analise de variancia (ANOVA). *p<0,05. As fotografias
foram obtidas em um microscépio Optico acoplado a uma camera digital, com
ampliacao de 100x. Para medira area dos adipdcitos, foi utilizado o software Imaged.
AIN 93G dieta padrao. HSB elevado teor de acucar e manteiga. HSL elevado teor de

acucar e banha de porco. HSO elevado teor de acucar e azeite de oliva extra
virgem.

5.4.Influéncia das diferentes fontes de lipideos nos parametros bioquimicos
dos animais
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Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos quanto a
medida de colesterol total (Figura 8A), colesterol HDL (Figura 8B) e triglicérides
(Figura 8C). Ja quanto a glicemia de jejum, houve diferenga entre os grupos. Pode-

se observar que os niveis mais altos foram encontrados nos grupos HSL e HSO
(Figura 8D).
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Figura 8 — Influéncia das diferentes fontes de lipideos nos parametros
bioquimicos dos animais. A. Colesterol total. B. Colesterol HDL. C. Triglicérides. D.
Glicemia de jejum. Os resultados sao apresentados como média e erro padrao. A
comparacao entre os grupos foi feita utilizando-se a andlise de varidncia (ANOVA). *
p<0,05. AIN 93G dieta padrdao. HSB elevado teor de acucar e manteiga. HSL
elevado teor de agucar e banha de porco. HSO elevado teor de acucar e azeite de
oliva extra virgem.
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5.5.Influéncia da gordura dietética na producao de citocinas no tecido

adiposo

De acordo com os dados avaliados houve diferenga significativa entre HSB e
HSO quanto a IL-6, sendo que os niveis maiores da citocina foram encontrados no
grupo tratado com a dieta com alto teor de azeite de oliva (Figura 9A). Quanto a
medida da citocina IL-10, ndo foi observada diferenca significativa entre os grupos
(Figura 9B).
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Figura 9 — Influéncia da gordura dietética na producao de citocinas no tecido
adiposo dos animais. A. IL-6. B. IL-10. Os resultados sdo apresentados como
média e erro padrdao. A comparacao entre os grupos foi feita utilizando-se a analise
de variancia (ANOVA). * p<0,05. AIN 93G dieta padrao. HSB elevado teor de agucar
e manteiga. HSL elevado teor de agucar e banha de porco. HSO elevado teor de
acucar e azeite de oliva extra virgem.

5.6.Influéncia das diferentes fontes de lipideos na concentracao sérica de

adipocinas

Ao se avaliar a concentracdo sérica de leptina, observou-se que houve
diferenca significativa entre o grupo alimentado com banha de porco e todos os
demais grupos (controle e experimentais), sendo as maiores concentragdes dessa
adipocina encontradas no grupo HSL (Figura 10A). Quanto a resistina, ndo houve

diferenca entre os grupos, de acordo com a Figura 10B.
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Figura 10 — Influéncia das diferentes fontes de lipideos na concentracao sérica
de adipocinas. A. Leptina. B. Resistina. Os resultados sdo apresentados como
média e erro padrao. A comparacao entre os grupos foi feita utilizando-se a anélise
de variancia (ANOVA). * p<0,05. AIN 93G dieta padrao. HSB elevado teor de acucar
e manteiga. HSL elevado teor de agucar e banha de porco. HSO elevado teor de
acucar e azeite de oliva extra virgem.
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5.7.Aspecto histolégico do figado

Na Figura 11 estdo apresentadas imagens da histologia do figado. Nota-se
uma discreta esteatose no grupo HSL. Ndo houveram alteracbes nos demais
grupos.
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Figura 11 — Aspecto histolégico do figado. As fotografias foram obtidas em um
microscopio Optico acoplado a uma camera digital, com ampliacdo de 200x. As setas
indicam os pontos de esteatose hepatica. AIN 93G dieta padrao. HSB elevado teor
de agucar e manteiga. HSL elevado teor de agucar e banha de porco. HSO elevado
teor de agucar e azeite de oliva extra virgem.
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6. DISCUSSAO

Desordens metabodlicas como obesidade, doencas cardiovasculares e
diabetes tipo 2 sao influenciadas por processo inflamatério crénico, que podem ser
altamente dependentes da composicdo dietética (VAUGHAN et al, 2015). A
obesidade leva a um estado inflamatério com co-morbidades associadas e niveis
variaveis de citocinas e adipocinas circulantes (LYONS et al, 2016) (DENG e
SCHERER, 2010). A adocao de um padrao dietético com aumento do consumo de
gordura tem favorecido o ganho de peso da populacdo (MALIK et al., 2013).
Contudo, ainda ndo esta completamente claro o papel de cada fonte de gordura
alimentar no desenvolvimento desse processo inflamatério. Dessa forma, o presente
trabalho experimental teve como objetivo verificar se o consumo de diferentes tipos
de lipideos, banha de porco, manteiga ou azeite de oliva interfere no metabolismo de
camundongos C57BL/6.

A banha de porco, composta por, quase 50% de acidos graxos saturados é
comumente presente em dietas de estudos experimentais e induz ganho de peso
nos animais, como demonstrado por Lionetti e colaboradores (2014) e por Cavaliere
e colaboradores (2016) que encontraram maior ganho de peso em animais tratados
com dietas contendo banha de porco, comparados aos animais alimentados com
dietas contendo como principal fonte lipidica o 6leo de peixe (composto em maior
parte por acidos graxos poli-insaturados — w3). Da mesma maneira, no presente
estudo o tratamento de camundongos com dieta rica em gordura proveniente de
banha de porco resultou em ganho de peso maior que o grupo controle a partir da
sétima semana de tratamento, sem ganho de peso significativo dos demais grupos,
diferentemente de Vaughan e colaboradores (2015) que apesar de também terem
encontrado maior ganho de peso nos animais tratados com dieta contendo banha de
porco, comparados aos animais do grupo controle, se depararam também com
ganho de peso equivalente nos animais alimentados com dieta rica em w9, &cido
graxo monoinsaturado, advindo do azeite de oliva e do 6leo de canola. O consumo
em gramas nao variou entre os grupos deste estudo citado e o consumo calérico foi
maior em todos o0s grupos comparados ao controle. Ja no presente trabalho, foi
observado um menor consumo em gramas no grupo alimentado com a dieta rica em
azeite de oliva, com consequente consumo calérico menor e assim, sem ganho de

peso significativo.
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As caracteristicas quimicas dos acidos graxos constituintes das gorduras
dietéticas associadas a quantidade de gordura ingerida na alimentacdo séao
determinantes para os efeitos gerados no organismo (SANTOS et al., 2013). Assim,
estes determinantes ndo somente influenciam o ganho de peso, como podem,
aparentemente, impactar na distribuicdo de gordura corporal, sugerindo no presente
estudo, que a banha de porco pode ter influenciado no acumulo centralizado de
gordura dos animais que a consumiram. Essa influencia da banha de porco surgiu
também nos valores de adiposidade dos animais. O grupo tratado com a dieta
contendo banha de porco apresentou maior adiposidade.

Ao se avaliar os niveis de colesterol total, colesterol HDL e triglicérides
observou-se que as concentracdes plasmaticas foram semelhantes entre todos os
grupos. Outros estudos avaliaram os niveis de marcadores bioquimicos em animais
apdés a oferta de dietas hiperlipidicas e encontraram maiores niveis de colesterol
total e triglicérides nos grupos tratados com banha de porco, comparado aos grupos
controle (CAVALIERE et al., 2016) e maiores niveis desses marcadores bioquimicos
nos animais tratados com dietas ricas em manteiga (MAIOLI et al., 2015). As
diferencas apresentadas podem ter sido influenciadas pelo consumo desigual das
dietas pelos animais dos diferentes grupos experimentais no presente trabalho,
sendo que nos estudos citados, o consumo de dieta em gramas foi similar entre os
grupos. Quanto a avaliacao da glicemia de jejum, foram encontrados maiores niveis
de glicose plasmatica nos grupos HSL e HSO quando comparados ao grupo controle
e ao grupo alimentado com dieta rica em manteiga, divergindo da literatura quanto
ao consumo de azeite de oliva. Trata-se de um Oleo rico em acidos graxos
monoinsaturados, mais especificamente em acido oléico (w9). Ja é descrito na
literatura, por meio de estudos com a dieta mediterranea, que o consumo de acidos
graxos monoinsaturados, pela ingestdo de azeite de oliva e de sementes
oleaginosas que essa dieta ndo esta relacionada ao ganho de peso excessivo e que
exerce maior controle glicémico (BRESSAN et al., 2009).

O peso do tecido adiposo epididimal foi maior no grupo tratado com dieta
contendo banha de porco. Esse resultado estd de acordo com o resultado de ganho
de peso corporal, sendo que o grupo HSL teve também maior peso que os demais
grupos. Os resultados obtidos pela analise histolégica do tecido adiposo em
associagao ao calculo da area dos adip6citos e peso do tecido adiposo epididimal,
sugerem que os grupos tratados com manteiga ou banha apresentaram obesidade
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do tipo hipertréfica, enquanto que o grupo alimentado com azeite de oliva
apresentou hiperplasia no tecido adiposo.

A esteatose hepatica caracteriza-se por um acumulo de particulas de VLDL,
ocasionando um aumento do peso do figado. Essa caracteristica é resultado direto
do tipo de fonte lipidica consumida. Através da analise histolégica do figado, pode-
se observar que o grupo tratado com banha de porco apresentou pontos de
esteatose. Os figados dos animais do grupo HSB nao apresentaram aspecto
completamente normal, mas nao houve evidéncia de presenca de esteatose nesse
grupo. Ja o grupo alimentado com dieta contendo azeite de oliva apresentou
caracteristicas hepaticas semelhantes ao grupo controle. Estudos como de Almeida
e colaboradores, (2011) encontraram caracteristicas de esteatose nos figados de
animais alimentados com banha de porco € manteiga, sendo o consumo das dietas
semelhante entre os grupos.

Ao avaliar os niveis de IL-6 no tecido adiposo dos animais, foi observado que
o grupo HSO apresentou maior concentracao de IL-6 que os demais grupos. Isso
sugere que a composicao de acidos graxos do azeite (principalmente acido oléico)
possa induzir um processo inflamatério. O mesmo resultado foi encontrado por
Vaughan e colaboradores (2015). Quando foi avaliada a producao de IL-10 no tecido
adiposo, nao foi verificada diferenga significativa entre os grupos.

Na avaliagao dos niveis plasmaticos de adipocinas, pode-se observar maiores
niveis de leptina nos animais tratados com dieta com alto teor de banha de porco.
Esse resultado estd em conformidade com o ganho de peso dos animais, ja que o
grupo HSL apresentou o maior, e com o peso do tecido adiposo e adiposidade,
maior no mesmo grupo experimental. A expressdo do gene da leptina esta
diretamente relacionada com o tamanho da massa de gordura corporal total, ou seja,
quanto maior a quantidade de tecido adiposo, maior a concentracdo de leptina
produzida e liberada na circulagdo (WAJCHENBERG, 2000). Quanto aos niveis de
resistina, ndo houve diferenca entre os grupos.

De maneira geral, as gorduras sao erroneamente classificadas em boas ou
ruins e o critério de classificacdo € baseado na composicdo de acidos graxos em
saturados e insaturados, sendo considerados ruins os acidos graxos saturados e
bons, os insaturados. Ao mesmo tempo, é comum a generalizagdo da composicao
de gorduras e 6leos como gordura saturada ou 6leo insaturado. Como exemplo,
podemos citar a banha de porco que € conhecida como gordura saturada,
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provavelmente por ser de origem animal. Entretanto, em sua composicdo de acidos
graxos, menos da metade dos &cidos graxos totais (aproximadamente 45%) séo
saturados. Os outros 55% sao de acidos graxos insaturados. Isto ndo significa que a
banha seja um produto a ser indicado simplesmente por conter acidos graxos
insaturados.

Assim, é necessario conhecer melhor a acdo de cada acido graxo
isoladamente e em conjunto com outros nutrientes para que se possa falar com
responsabilidade sobre 0 que se deve ou ndo ser consumido, no que diz respeito

aos lipideos dietéticos.
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7. CONCLUSAO

A fonte lipidica que apresentou resultados em maior ganho de peso, alteragdes
metabdlicas, indice de adiposidade, niveis de leptina e esteatose hepatica foi a
banha de porco. O azeite de oliva obteve destaque quanto ao aumento de IL-6 e
glicemia. Porém, o consumo das dietas nao foi uniforme entre os animais dos grupos
experimentais, o que dificulta a analise da real influéncia das fontes lipidicas no
metabolismo e sistema imune. Para isso, € necessario repeticdo do experimento e
estudos mais detalhados sdo indispensaveis sobre a acao isolada e conjunta com

outros nutrientes dos acidos graxos.
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8. PERSPECTIVAS

e Realizar novos experimentos para reavaliar o impacto exercido pelos acidos
graxos componentes da manteiga, banha de porco, azeite e éleo de soja no
metabolismo e sistema imune de camundongos C57BL/6.
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