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RESUMO

Obesidade e resisténcia a insulina sdo condi¢cdes que apresentam como fator-chave o
desenvolvimento do processo inflamatério. Dietas ricas em gordura saturada e/ou
carboidratos de alto indice glicémico promovem efeitos obesogénico e indutor de
resisténcia a insulina. AGPI n-3 possui efeito antiaterogénico, antiinflamatério e
sensibilizador a insulina. Metformina representa farmaco amplamente utilizado no
tratamento da diabetes e é sensibilizador a insulina. O objetivo do presente trabalho foi
avaliar se a suplementacdo com O6leo de peixe e o tratamento com metformina séo
capazes de reverter resisténcia a insulina pré-estabelecida. Camundongos com seis
semanas de idade foram alimentados com racao regular (R), hiperlipidica (HFD) ou rica
em carboidratos (C) por periodo de 8 semanas para indu¢éo de obesidade e resisténcia
a insulina. Apés, foram divididos em 8 grupos: ragdo regular (R), racdo regular
suplementado com 6leo de peixe (ROP), racéo rica em carboidrato (C), racdo rica em
carboidrato suplementado com 6leo de peixe (COP), racdo hiperlipidica (HFD), racao
hiperlipidica suplementado com o6leo de peixe (HOP), racdo hiperlipidica com
administracdo de metformina (HFDMET) e racao hiperlipidica suplementado com 6leo
de peixe mais administracdo de metformina (HOPMET). Os respectivos tratamentos
ocorreram por periodo de 4 semanas. Apés 8 semanas, os grupos C e HFD
desenvolveram ganho excessivo de massa corporal. O grupo HFD ainda foi intolerante
a glicose. Oleo de peixe em associacdo com metformina ndo foi capaz de reverter
estado de resisténcia a insulina, entretanto o grupo HFDMET apresentou reducdo da
hiperinsulinemia. Os grupos HFD e C apresentaram aumento na taxa lipolitica basal,
enquanto o grupo HFD mostrou menor resposta lipolitica frente ao estimulo com
adrenalina. Acumulo de lipidios hepéaticos (triacilglicerol e colesterol) foi observado no
grupo C, enquanto no grupo HFD ocorreu depdsito somente de triacilglicerol, além de
acumulo de glicogénio hepatico. Oleo de peixe (HOP), isoladamente foi capaz de
reduzir a concentracdo plasméatica de TNF-a, mas ndo em associacdo com metformina.
Adiponectina foi aumentada pela associagcdo de Oleo de peixe com metformina
(HOPMET). Infiltracdo de linfécitos T CD4 foi aumentada por 6leo de peixe (ROP),
acompanhada de reducgédo na razdo CD4/CD8, no tecido adiposo epididimal. Racdo
hiperlipidica (HFD) resultou em reducdo no numero de linfocitos T CD4, no tecido
adiposo retroperitoneal. Oleo de peixe isoladamente (HOP) foi capaz de aumentar
macrofagos positivos para CD1lc, bem como aumentar a razdo CD11c/CD206 no
tecido adiposo epididimal. A associacdo de Oleo de peixe e metformina (HOPMET)
também resultou em aumento no numero de macrofagos positivos para CD11c, bem
como a razdo CD11c/CD206 no tecido adiposo epididimal. Incorporagdo de EPA e DHA
foi melhor no tecido adiposo epididimal do grupo ROP quando comparado a dos grupos
COP e HOP. Assim, 6leo de peixe isoladamente ou em associagdo com metformina néo
foi capaz de reverter resisténcia a insulina pré-estabelecida.

Palavras-chave: Oleo de peixe, obesidade, diabetes, metformina, tecido adiposo,
resisténcia a insulina.



ABSTRACT

Obesity and insulin resistance are conditions that present the inflammatory process as a
key factor. High fat and/or high glycemic index carbohydrate diets promote obesogenic
effects and induce insulin resistance. N-3 PUFA has anti-atherogenic, anti-inflammatory
and insulin sensitizing effects. Metformin has been widely used for the treatment of
diabetes and acts as an insulin sensitizer. The objective of this study was to evaluated
whether fish oil supplementation and metformin treatment are able to reverse preexisting
insulin resistance. Six weeks old mice were fed with regular (R), high fat (HFD) or high
carbohydrate (C) for 8 weeks to induce obesity and insulin resistance. Animals were
divided into 8 groups: regular diet (R), regular diet supplemented with fish oil (ROP),
high carbohydrate diet (C), high carbohydrate supplemented with fish oil (COP), high fat
diet (HFD), high fat diet supplemented with fish oil (HOP), high fat diet treated with
metformin (HFDMET) and high fat diet supplemented with fish oil and treated with
metformin (HOPMET). The respective treatments lasted 4 weeks. After 8 weeks, C and
HFD group developed excessive gain body mass. The HFD group was glucose
intolerant. Fish oil in association with metformin were not able to reverse insulin
resistance, however HFDMET group reduced hyperinsulinemia. C and HFD groups
showed an increase in lipolytic basal rate, while HFD group demonstrated lower lipolytic
response to epinephrine stimulation. Hepatic lipids accumulation (triacylglycerol and
cholesterol) was observed in C group while HFD group only demonstrated triacylglycerol
deposit and hepatic glycogen accumulation. Fish oil (HOP) was able to reduce plasma
TNF-a concentration but not in combination with metformin. Adiponectin was increased
by the combination of fish oil with metformin (HOPMET). T CD4 lymphocytes infiltration
was increased by fish oil (ROP) accompanied by a reduction in the CD4/CD8 ratio in
epididymal adipose tissue. High fat diet resulted in a reduction in T CD4 lymphocytes in
retroperitoneal adipose tissue. Fish oil alone (HOP) was able to increase macrophages
CD11c positives and increased CD11¢c/CD206 ratio in epididymal adipose tissue. Fish
oil and metformin association also increased CD1l1lc macrophages, as well
CD11c/CD206 ratio in epididymal adipose tissue. EPA and DHA incorporation in ROP
group was higher when compared to COP and HOP groups in epididymal adipose
tissue. Thus, fish oil alone or in association with metformin was not able to reverse
preexisting insulin resistance.

Key words: fish oil, obesity, diabetes, metformin, adipose tissue, insulin resistance.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 OBESIDADE E RESISTENCIA A INSULINA

Obesidade, considerada epidemia, estd crescendo de forma preocupante e
representa um problema de salde publica em paises industrializados (PEREIRA-
LANCHA et al., 2010). Obesidade é fator de risco para diversas comorbidades, tais
como dislipidemias, doenca aterosclerética, resisténcia a insulina e diabetes mellitus
tipo 2 (WIESER et al., 2013). Existe estreita relacdo entre obesidade e resisténcia a
insulina, o que explicaria a ocorréncia de diabetes tipo 2. Durante a resisténcia a
insulina, o pancreas do individuo obeso ainda é capaz de produzir insulina, a qual pode
compensar a reduzida tolerancia a glicose, permanecendo o individuo com glicemia
normal, entretanto quando as células beta-pancreéticas falham (exaustdo) ocorre
incapacidade destas células secretarem insulina, assim aparecendo o quadro de
diabetes e, como consequéncia hiperglicemia (KAHN et al., 2006).

Obesidade é compreendida como deposito excessivo de gordura corporal,
principalmente no tecido adiposo (TCHERNOF; DESPRES, 2013), sendo doenca
complexa desenvolvendo-se de interacbes genéticas, ambientais, metabdlicas, culturais
e sociais (REMESH, 2013). O ambiente desempenha fator mais importante no
aparecimento da obesidade (PERSSON; PERSSON, 2013). A importancia metabdlica
do tecido adiposo pode ser vista através de sua contribuicdo para a massa corporal, a
qual pode atingir até 40% em individuos obesos (TRAYHURN, 2013). O excesso de
calorias dietéticas promove balanco energético positivo associado com estoque de
triacilglicerol no tecido adiposo. De maneira simplista, foi considerada como Unica
funcéo do tecido adiposo, o armazenamento de gordura. Hoje, se sabe que este tecido

possui importante funcdo enddcrina de controle do metabolismo.

1.1.1 Tecido adiposo na obesidade

O tecido adiposo € constituido de adipdcitos e de células do estroma vascular.

Este tecido apresenta a funcédo béasica de armazenamento de acidos graxos dietéticos
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na forma de triacilglicerol, um importante papel de controle da homeostasia energética
(PUGLISI et al., 2011). A fracao de células que compdem o estroma vascular é formada
por pré-adipdcitos, células-tronco mesenquimais, macréfagos, células mesenquimais e
fibroblastos (STRYJECKI; MUTCH, 2011). E reconhecido que algumas destas células
apresentam importantes fun¢gées no metabolismo.

O tecido adiposo apresenta, como uma de suas fun¢des mais reconhecidas, o
equilibrio energético. Isto pode ser observado pelos processos de lipogénese e lipdlise.
O balanco entre estes dois processos promove o0 armazenamento de lipidios em
situacbes de balanco energético positivo (alimentado) e a degradacdo dos mesmos
quando h& balanco energético negativo (jejum) (ZECHNER et al., 2012). Este processo
€ controlado por diversos horménios, como a insulina e a adrenalina. Insulina
representa horménio anabolico envolvido com estimulo da lipogénese, enquanto a
adrenalina promove a lipolise. E sabido que as taxas de lipolise no tecido adiposo
obeso sdo maiores, inclusive com diferencas entre o tecido adiposo visceral e
subcutaneo, sendo o primeiro com maior taxa lipolitica (PATEL; ABATE, 2013; PUGLISI
et al.,, 2011). Isto pode ser decorrente de menor sensibilidade a insulina, reconhecida
por regular para baixo as enzimas envolvidas na lipdlise, como lipase horménio
sensivel. Além disso, estudos tém demonstrado que o estado obeso pode ser
acompanhado por reducdo da sensibilidade a adrenalina, resultando em menor efeito
lipolitico (LANGIN et al., 2005). O aumento da lipdlise no individuo obeso e resistente a
insulina é capaz de aumentar a liberacdo de acidos graxos livres para a circulacéo, os
quais podem ativar vias de sinalizacdo pro-inflamatoérias, principalmente por meio do
receptor Toll-like. Assim, a maior atividade lipolitica do tecido adiposo pode ser um dos
mecanismos pelos quais a obesidade se associa a resisténcia a insulina (COELHO et
al., 2013).

O papel enddcrino do tecido adiposo foi avaliado através da descoberta de uma
molécula anteriormente reconhecida como sinal lipostético. A injecdo desta molécula,
hoje sabidamente confirmada como leptina (leptos significa fino) em camundongos
geneticamente obesos (ob/ob) € capaz de restaurar a homeostasia energética, por
promover reducéo da ingestao alimentar e da massa de gordura dos animais (GALIC et

al., 2010). Isto foi associado com a observagao pelo experimento de Hostamiligil et al.
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(1993) de que um importante mediador inflamatorio, fator-a de necrose tumoral (TNF-
a), é secretado e tem 0 seu RNAmM expresso pelo tecido adiposo de animais obesos e
contribui para o desencadeamento da resisténcia a insulina pela regulacédo “pra baixo”
do RNAm de GLUT4 no mesmo tecido. Além da leptina e TNF-a, sabe-se agora que o
tecido adiposo é capaz de secretar diversas moléculas de sinalizacdo, chamadas de
adipocinas. Assim, fica clara a funcdo enddécrina deste tecido (STRYJECKI; MUTCH,
2011). Estas adipocinas atuam em diversos processos, como regulacdo da pressao
arterial, metabolismo lipidico, imunidade, inflamac&o, sensibilidade a insulina,
homeostasia energética e apetite (STRYJECKI; MUTCH, 2011). Na obesidade, o
excesso de calorias armazenadas acarreta alteracdes funcionais do adipdcito, processo
de disfuncdo do adipdcito associado com hipertrofia e hiperplasia. Dentre as
modificagbes relacionadas estdo a alteracdo da expressdo génica, que resulta em
resisténcia a insulina do adipdcito, producdo de adipocinas, acidos graxos livres e
mediadores inflamatérios (ATTIE; SCHERER, 2009; FERRANTI; MOZAFFARIAN,
2008). Alem desta reconhecida capacidade secretoria, os diferentes tipos de tecido
adiposo possuem funcdes diferenciadas.

Diferentes tipos de tecido adiposo apresentam perfis metabolicos diferentes. Isto
fica evidente quando se compara tecido adiposo visceral e subcutaneo. O primeiro esta
mais positivamente envolvido com as alteragbes metabdlicas da obesidade,
principalmente pela sua localizagdo. Sua proximidade com o figado permite que os
acidos graxos livres liberados entrem diretamente na veia porta hepética, tendo acesso
direto ao figado, promovendo maior deposi¢cdo de triacilglicerdis hepéticos além da
ativacdo que causam no processo inflamatoério. Além disso, este tecido apresenta
maiores concentragbes de IL6 e do inibidor-1 do ativador do plasminogénio (PAI-1).
(PATEL; ABATE, 2013; COELHO et al., 2013). Entretanto, tecido adiposo subcutaneo
também possui importante papel no desenvolvimento de resisténcia a insulina. Neste
tecido ha maiores concentragfes de leptina e adiponectina (COELHO et al., 2013). Na
verdade, o0 excesso de gordura depositada nos dois tipos de tecido adiposo
correlaciona-se positivamente com resisténcia a insulina, principalmente pela maior
liberacdo de acidos graxos livres por estes tecidos. Como citado anteriormente, quando

o adipdcito torna-se resistente a insulina ocorre aumento na taxa lipolitica, uma vez que
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insulina inibe a enzima lipase hormonio-sensivel (LHS), acarretando em maior liberacdo
destes &cidos graxos livres na circulacdo. Isto desencadeia a geragdo de metabdlitos
toxicos, como ceramidas, que juntamente com os acidos graxos livres depositam-se no
musculo e figado, aonde reduzem a sinalizacdo da insulina, gerando resisténcia a
insulina nestes tecidos. Uma das formas que &cidos graxos livres induzem resisténcia a
insulina é através do estimulo de vias inflamatérias, como do IKKB e,
consequentemente NFkB e da JNK. Ativacao do receptor Toll-Like 4 € responséavel por
este efeito. (KASHYAP; DEFRONZO, 2007; KIM et al., 2007).

O aumento da massa do tecido adiposo durante a obesidade decorre
principalmente da hipertrofia do adipdcito, entretanto € possivel que a diferenciacdo de
pré-adipécitos também ocorra (adipogénese). Adipocitos hipertrofiados normalmente
apresentam estresses celulares, como do reticulo endoplasmatico e da mitocdndria,
promovendo a ativagdo de vias de sinalizacdo de resposta ao estresse, como as vias
da quinase N-terminal de c-jun (JNK) e da quinase ativada por mitégeno (p38MAPK), as
quais estdo envolvidas na geracgéo de resisténcia a insulina nos adipécitos (BLUHER,
2013; FERRANTI; MOZAFFARIAN, 2008). Dentro do adipdcito, JNK é capaz de reduzir
a acao da insulina pela fosforilagdo de IRS-1 em residuos serina. O mesmo ocorre no
musculo esquelético e figado (FERRANTI; MOZAFFARIAN, 2008). Em adicdo a isso,
estresse oxidativo também estd presente no tecido adiposo obeso e, é observado em
nivel sistémico, caracterizando este estado (BLUHER, 2013; FERRANTI;
MOZAFFARIAN, 2008).

Acompanhando este processo de hipertrofia do adipécito, ocorrem alteracées do
padrdo de secrecdo de adipocinas, as quais sdo caracterizadas por padrdo pro-
inflamatdrio, aterogénico e diabetogénico. Assim, a mudanca do padrao de secrecdo de
adipocinas relacionam a disfungéo do tecido adiposo obeso aos resultados indesejaveis
no metabolismo, sendo estas adipocinas consideradas biomarcadores pois estédo
ligadas com inflamac&o e sensibilidade a insulina (BLUHER, 2013). Além disso, certas
adipocinas podem também induzir resisténcia a insulina estimulando vias pro-
inflamatadrias pelos proprios adipdcitos ou pelos macrofagos residentes, como o TNF-a,
IL-6 e MCP-1 (BLUHER, 2013).
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Adiponectina € uma abundante proteina plasmética secretada exclusivamente
pelo tecido adiposo que apresenta capacidade de melhorar a sensibilidade a insulina
pela ativacdo da quinase ativada por AMP (AMPK). Os efeitos metabdlicos desta
adipocina consistem em aumento da B-oxidacdo de &cidos graxos e da captacdo de
glicose no musculo esquelético e tecido adiposo (GALIC et al.,, 2010). Existe forte
correlacdo negativa entre as concentracdes plasmaticas de adiponectina e o contetdo
de massa de gordura. Adiponectina atua via ligagdo com dois tipos de receptores,
chamados de AdipoR1 e AdipoR2. Sendo o primeiro expresso predominantemente no
musculo esquelético, e 0 segundo expresso em maiores concentracdes no figado
(BONNARD et al., 2008). Esta adipocina apresenta, ainda, efeitos antiinflamatorios que
justificam seus efeitos benéficos na resisténcia a insulina, além de seus efeitos
metabolicos nas vias de sinalizacdo da insulina. Alguns estudos mostram que existe
forte correlacdo positiva entre as concentragcbes de RNAmM da adiponectina e do
PPARYy, sugerindo que PPARy pode regular a expressdo de adiponectina (LI, 2008).
Além do efeito da adiponectina de reduzir a producdo de TNF-a por macrofagos,
explicando seu efeito anti-inflamatério e anti-aterogénico (BASTARD et al., 2006;
TRAYHURN, 2005).

TNF-a é uma citocina proé-inflamatoéria relacionada, positivamente, com a
resisténcia a insulina, principalmente por sua capacidade de afetar as vias de
sinalizagcdo da insulina em tecidos-alvo, como tecido adiposo e musculo esquelético. O
tecido adiposo obeso apresenta elevadas concentracbes de RNAmM de TNF-q,
associado com maior secrec¢do desta citocina. Ao mesmo tempo, ha menor secrecao de
adiponectina. Assim, existe relac&o inversa entre TNF-a e adiponectina. E reconhecido
que adipdcitos podem secretar esta citocina, mas acredita-se que a principal fonte
sejam 0s macrofagos que residem no tecido adiposo. Foi apés a observagcdo da
producao de mediadores inflamatérios pelo tecido adiposo, que postulou-se a existéncia
de quadro de inflamacéo cronica associado com a obesidade, sendo relacionada com a
resisténcia a insulina (COELHO et al., 2013; OTA, 2013).

Obesidade e diabetes tipo 2 sdo associados pela resisténcia a insulina e
representam importantes fatores de risco para doencas cardiovasculares (CVD).

Individuos com dislipidemia, hipertensdo e demais fatores de risco para CVD possuem
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como fator central resisténcia a insulina (DEFRONZO, 2010). Este é um conceito amplo
gque abrange a interligacdo entre o elevado consumo de nutrientes e o
desencadeamento de vias inflamatérias que afetam negativamente as vias de
sinalizacao insulinicas.

Uma das formas de entender a ligagao entre obesidade e resisténcia a insulina é
pela sinalizacéo realizada por lipidios, principalmente por meio de seus intermediarios
(dialcilglicerdis e ceramidas) depositados no musculo esquelético e figado. Estes
intermediarios lipidicos toxicos agem como segundos mensageiros. Diacilglicerois sao
capazes de ativar proteinas quinases C (PKC), uma familia de serina/treonina quinases.
A ativagdo de PKC é capaz de afetar, negativamente, a sinalizacdo insulinica.
(SAMUEL; SHULMAN, 2012).

Toll-Like 4 € receptor de reconhecimento padrdo (reconhece padrbes
moleculares conservados associados a patdgenos) capaz de ligar a porgéo lipidica
(lipidio A) do lipopolissacarideo (LPS), desencadeando a ativacdo de moléculas
envolvidas com vias de sinalizacdo inflamatoria, tais como IKK e NFkB, além de JNK.
Entretanto, € reconhecido que este receptor € também capaz de ligar-se a acidos
graxos saturados, tais como acido laurico e acido palmitico, promovendo assim ligacao
entre excesso de nutrientes dietéticos, inflamacédo e resisténcia a insulina. Inclusive, a
perda de funcdo deste receptor previne o desenvolvimento de obesidade e resisténcia a
insulina induzida pela dieta (KIM et al., 2007; TSUKUMO et al., 2007; SAMUEL;
SHULMAN, 2012). Assim, pode-se observar a estreita ligacdo entre obesidade.

resisténcia a insulina e inflamacao.

1.1.2 Vias de Sinalizacao Insulinicas

Por ser hormdnio protéico, a insulina deve-se ligar em receptores de membrana
plasméatica para exercer seu efeito. Esse receptor de membrana é uma glicoproteina
heterotetramérica que possui atividade quinase, formada por duas subunidades a, que
apresentam o sitio de ligagéo a insulina e duas 3, responsaveis pela atividade tirosina
guinase, sendo que ambas sdo unidas por ligacdes dissulfeto (CARVALHEIRA et al.,

2002; HABER et al., 2001). Apds esta ligacao, € ativada uma cascata de sinalizacdo no
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interior das células iniciando-se pela autofosforilacdo do receptor acompanhada da
fosforilagdo de diversas moléculas. Um componente desta via é o substrato do receptor
da insulina-1 (IRS-1), o qual participa como mediador-chave dos efeitos metabodlicos da
insulina, como na homeostasia glicémica. Em situacdes fisiolégicas, IRS-1 é fosforilado
em residuos tirosina pela atividade quinase do receptor da insulina (IR). Apds sua
fosforilagdo, IRS-1 atua como sitio de ancoragem para substratos citosolicos que
contém dominios especificos de reconhecimento SH2 (reconhecem residuos tirosina
fosforilados). Um destes substratos reconhecidos inclui a subunidade regulatéria (p85)
da enzima fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) que é capaz de fosforilar o anel inositol de
fosfatidilinositois presentes na membrana plasmatica, além de ligar-se a enzima
proteina quinase B (Akt). Isto resulta em translocacdo de vesiculas contendo o
transportador de glicose 4 (GLUT4) para a membrana plasmatica e aumento da sintese
de glicogénio, por meio da inativacdo da enzima glicogénio sintase quinase 3 (GSK3).
Além deste efeito no metabolismo da glicose, insulina também ativa a sintase de 6xido
nitrico, regulando a producdo deste importante vasodilatador com propriedades anti-
aterogénicas (SCHENK, SABERI, OLEFSKY, 2008; MUOIO; CEFALU, 2001,
DEFRONZO, 2010; CARVALHEIRA et al., 2002; HABER et al., 2001).

Além deste efeito metabdlico, insulina também é capaz de afetar vias de
crescimento e diferenciacdo celular, pela ativagdo da proteina quinase ativada por
mitdégeno (MAPK), por meio da interacdo de IRS-1 com Grb2, ativando o complexo Ras.
O efeito final € a promocdo do crescimento, proliferacdo e diferenciacao celular
(DEFRONZO, 2010).

O conhecimento do mecanismo de acdo molecular da insulina € de suma
importancia, visto a alta prevaléncia de doencas como diabetes mellitus tipo 2 e
obesidade, entre outras, que tém como um dos fatores desencadeantes a resisténcia a
insulina (HABER et al., 2001).

As vias de sinalizacdo da insulina podem ser resumidas no esquema abaixo:
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FIGURA 1 - Via de sinalizac¢éo da insulina (SALTIEL; KHAN, 2001).

1.2 INFLAMACAO: LIGACAO ENTRE OBESIDADE E RESISTENCIA A INSULINA

Obesidade estd associada a condicdo inflamatéria crbnica no tecido adiposo
caracterizada por producdo anormal de adipocinas e mediadores pro-inflamatérios pelo
préprio adipécito ou pelos macrofagos e linfécitos T infiltrados no tecido adiposo obeso
(GUTIERREZ et al., 2009; LUMENG et al., 2007). Esta infiltragdo de células imunitarias
bem como a disfuncéo dos adipdcitos possui importante papel no desencadeamento da
resisténcia a insulina e doencas cardiovasculares associadas a obesidade (SULTAN et
al., 2009; BASTARD et al., 2006).

O principal mecanismo pelo qual a insulina pode ser negativamente regulada
consiste na fosforilagdo de certos residuos serina do IRS-1, impedindo downstream a
via de sinalizag&o insulinica. Alguns sinais pré-inflamatoérios existentes na obesidade,

tais como acidos graxos, algumas citocinas e adipocinas podem estimular quinases
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capazes de fosforilar residuos serina, chamadas de serina quinases. Dentre elas, pode-
se citar a quinase do IkB (IKK) responséavel pela ativacao do fator kB nuclear (NFkB) e a
guinase N-terminal do fator de transcri¢cdo c-jun (JNK). IKK e JNK sdo componentes de
duas das principais vias de sinalizacdo pré-inflamatorias e, portanto permitem ligacédo
entre obesidade, inflamacdo e resisténcia a insulina (SCHENK, SABERI, OLEFSKY,
2008; SULTAN et al., 2009).

As principais fontes destas citocinas pré-inflamatérias derivadas do tecido
adiposo sdo as células imunitarias infiltradas, principalmente linfécitos T e macréfagos.
E reconhecido que o padrdo de citocinas liberadas pelos linfocitos pode resultar no
recrutamento e polarizacdo de macrofagos. Diversas quimiocinas tém envolvimento
neste recrutamento de células imunitarias, como MCP-1 (proteina-1 quimiotaxica de
monaocitos) que, apos ligacdo ao seu receptor CCR2 atrai mondcitos da circulagédo para
os tecidos. A quimiocina CCR5 também é capaz de promover este recrutamento, além
de outras que ainda serdo identificadas. Assim, estes macrofagos que infiltram o tecido
adiposo sao recrutados a partir de mondcitos circulantes por meio das quimiocinas
(OTA, 2013; ATTIE; SCHERER, 2009). A expansao do tecido adiposo na obesidade
resulta em reducdo do fornecimento de oxigénio levando a morte do adipdcito. Neste
caso, o0 recrutamento de macrofagos ocorre com o objetivo de remover os restos
celulares e remodelar o tecido (SCHENK, SABERI, OLEFSKY, 2008).

Linfocitos T podem ser classificados em linfécitos T citotoxicos (linfécitos T CD8)
ou linfécitos T helper (linfocitos T CD4). Os ultimos dividem-se, ainda, em linfécitos Thl
(caracterizados pela producéo de interferon-y) e Th2 (caracterizados pela producéo de
IL4, IL13 e IL10). Por outro lado, os macréfagos residentes no tecido adiposo podem
também ser classificados em dois tipos, baseado no perfil de citocinas que produzem.
Assim, macréfagos do tipo M1 (classicamente ativados) sdo caracterizados pela
producdo de citocinas pro-inflamatorias, tais como TNF-q, IL6 e MCP-1. Enquanto os
macrofagos do tipo M2 (alternativamente ativados) sdo caracterizados pela produgéo
de citocinas antiinflamatorias, principalmente IL10. Macréfagos M1 apresentam o
marcador CD11c na superficie celular, enquanto os macrofagos M2 sdo reconhecidos
pela auséncia deste marcador (FUJISAKA et al., 2009; STRISSEL et al., 2010).
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A polarizacdo M1/M2 depende do microambiente do tecido adiposo e é regulada
por sinais. O acumulo de lipidios nos macréfagos favorece a polarizacdo destes em M1,
enquanto a redistribuicdo destes lipidios favorece a polarizagdo M2. Do mesmo modo,
ativacdo de PPAR-y auxilia neste processo de redistribuicdo por meio da ativagédo do
coativador 1B de PPAR-y. Adiponectina é considerada promover a polarizacdo M2
também. Na obesidade induzida pela dieta hiperlipidica ocorre troca de fenétipo de M2
para M1 (LOLMEDE et al., 2011; LUMENG et al., 2007).

Linfocitos T podem ser as primeiras células imunitarias a infiltrarem o tecido
adiposo, entretanto ainda ndo é exatamente reconhecido que tipo de linfocito T (CD4 ou
CD8) participa deste evento inicial. KINTSCHER et al. (2008) mostraram que linfocitos T
CD4 foram precocemente infiltrados no tecido adiposo obeso, produzindo citocinas tipo
linfécito Thl (IFN-y), que poderia induzir a liberacdo de MCP-1 pelos pré-adipdcitos,
promovendo o recrutamento de mondcitos ou até mesmo ativando macrofagos. Por
outro lado, NISHIMURA et al. (2009) mostraram que s&do os linfécitos T CD8 que
precedem o acumulo de macrofagos no tecido adiposo obeso. Assim, ainda ndo esta
claro o papel dos subtipos de linfécitos T envolvidos na resisténcia a insulina induzida
pela obesidade.

O TNF-a e a IL-6 sdo moléculas pré-inflamatérias que podem ser produzidas
tanto por células imunitarias quanto adipdcitos. A primeira € uma das principais
responsaveis pela resisténcia a insulina, pois atua na fosforilacdo de residuos serina do
substrato do receptor da insulina-1 (IRS-1) em importante etapa da via de sinalizacao
insulinica, pela ativacdo da via da JNK. A IL-6 é capaz de induzir a producdo de
proteina C reativa (PCR) pelo figado, um dos principais marcadores de complicacdes
cardiovasculares. Além disso, IL-6 pode também afetar o metabolismo hepético das
lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL), induzindo sua secrecdo e,
consequentemente hipertriacilglicerolemia. Seu efeito na reducédo da acao da insulina
pode ocorrer pela interacdo entre 0s supressores da sinalizacdo das citocinas (SOCS) e
o receptor da insulina (IR). As proteinas SOCS bloqueiam a ligacdo do IR com IRS
(BASTARD et al., 2009; TRAYHURN, 2005).
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1.3 OLEO DE PEIXE

Acidos graxos dmega 3 (PUFA n-3) consistem em &cidos graxos poliinsaturados
com a primeira dupla ligacdo no carbono 3, contado a partir do carbono dmega da
cadeia de &acido graxo. Acido eicosapentaendico (EPA C20:5n-3) e A4cido
docosahexaendico (DHA C22:6n-3) sdo acidos graxos essenciais pela incapacidade
dos mamiferos em adicionar duplas ligagdes no carbono 3, portanto devem ser obtidos
pela dieta. Acido alfa-linolénico (C18:3n-3) é um exemplo de PUFA n-3 que por meio de
reacoes de alongamento e desaturacdo pode ser convertido em &cido
eicosapentaenoico (EPA C20:5n-3) e acido docosahexaendico (DHA C22:6n-3). Oleo
de peixe é rico nestes PUFA n-3. Consumo de dietas ricas em PUFA n-3 sao
reconhecidas por seu potencial antiaterogénico, antitromboético e antiinflamatorio
(CALDER, 2012; KROMHOUT et al., 2012; LOMBARDO; CHICCO, 2006).

PUFA n-3 €& capaz de reduzir o conteudo de triacilglicerol no musculo
esquelético, melhorar a acéo insulinica e prevenir o desenvolvimento de resisténcia a
insulina. Varios sdo os mecanismos de acdo propostos para estes acidos graxos, como
a alteracao da producao de mediadores celulares ou da composicéo de fosfolipidios da
membrana plasmatica. PUFA n-3 atuam em receptores de membrana acoplados a
proteina G, mais especificamente GPR120. Pela ligacdo a este receptor, PUFA n-3 é
capaz de estimular a via da quinase estimulada por sinal extracelular (ERK), além de
reduzir a ativacdo de vias de sinalizagdo pro-inflamatérias, como a do NFkB e TLR4
(CAMPBELL; BELLO, 2012; CALDER, 2012).

Outra forma de atuacdo de PUFA n-3 é por meio do fator de transcricdo PPAR,
tanto do PPARa (expresso predominantemente no figado) quanto do PPARY (expresso
nos adipécitos e células inflamatérias). EPA e DHA séo agonistas de PPAR. PPARa
estd envolvido com a regulacdo “pra cima” de enzimas envolvidas na -oxidacdo de
acidos graxos e do metabolismo das lipoproteinas. Ja& PPARy possui importante papel
nos efeitos metabadlicos e inflamatérios de AGPI n-3. Apés a ligacdo de EPA e DHA,
PPARy promove regulacdo “pra cima” das enzimas responsaveis pela adipogénese e

captacdo de acidos graxos. Assim, ha aumento na deposicdo de acidos graxos no
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tecido adiposo associada com aumento do conteudo de triacilglicerol dos adipécitos e
reducdo na lipGlise. Pode-se considerar que PUFA n-3, ao agir em conjunto com
PPARYy, melhora a funcdo de “tamponamento” do excesso de acidos graxos dietéticos,
promovendo o acumulo destes acidos graxos, prevenindo assim seu depdsito em
tecidos ndo-adiposos, como figado e musculo esquelético. Isto reduziria a ocorréncia de
resisténcia a insulina nestes tecidos. Ainda, a ligacdo com PPARy é responséavel por
aumentar as concentragdes de adiponectina e, talvez de leptina. Quando se observa os
macrofagos, a ligacdo de PPARy nestas células é capaz de reduzir a troca do fenotipo
antiinflamatoério (M2) para pro-inflamatério (M1) no tecido adiposo (CALDER, 2012;
PUGLISI et al., 2011; LIMA et al., 2007).

Estes acidos graxos agem, também, alterando a composic¢ao dos fosfolipidios de
membrana, aumentando assim sua fluidez e modificando processos de transducgéo de
sinais. Seu efeito anti-inflamatério também se correlaciona com a modulagdo que
provocam na sintese de eicosandides, promovendo a producdo daqueles com maior
potencial anti-inflamatorio em detrimento dos pro-inflamatérios. Eles promovem a troca
de fosfolipidios de membrana, promovendo reducdo de acido araquidbnico e,
consequentemente dos mediadores derivados deste acido graxo dmega-6 (como
prostaglandina E, e tromboxano B;). Ocorre aumento na producdo de mediadores,
como os eicosandides da série 3, derivados de PUFA n-3, que apresentam menor
potencial pré-inflamatério.  Além disso, PUFA n-3 pode produzir as chamadas
resolvinas a partir de EPA ou DHA que apresentam efeitos antiinflamatoérios (SIJBEN,;
CALDER, 2007; KROMHOUT et al., 2012; CALDER, 2012).

Além disso, PUFA n-3 também suprime o fator de transcricdo SREBP-1 (proteina
1 ligante do elemento regulatério esterol), reduzindo assim a expressédo das enzimas
acetil CoA carboxilase (ACC) e &cido graxo sintase (FAS), ambas envolvidas na sintese
de acidos graxos, sendo sugerido que todos estes efeitos ocorram por meio da ativacao
de AMPK (SUCHANKOVA et al., 2005).

Estudos também mostram que PUFA n3 mantém a atividade do receptor de
insulina, de IRS-1 e, consequentemente da PI3K e GLUT4, assim ocasionando
aumento de glicose-6-fosfato acompanhado por maior sintese de glicogénio
(CORCORAN et al., 2007). Ainda, AGPI n3 é capaz de reduzir a taxa de conversao de
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intolerancia a glicose para diabetes tipo 2 (CORCORAN et al., 2007). Com relagédo aos
possiveis efeitos indesejaveis, estudo conduzido por 10 anos de seguimento ao uso de
Oleo de peixe em diabéticos tipo 2 ndo mostrou nenhum evento cardiovascular nestes
pacientes (MONTORI et al., 2000).

1.4 METFORMINA

Metformina € um farmaco da classe das biguanidas, de uso oral e com atividade
anti-hiperglicémica muito utilizado para tratamento da resisténcia a insulina e diabetes
tipo 2, derivado da planta Galega officinalis. Este farmaco possui efeitos importantes na
homeostase energética, principalmente por ativar a via da quinase ativada por AMP
(AMPK), importante sensor energético. Em situacdes de necessidade energética (ATP),
AMPK promove a degradacao de substratos e, na situacdo oposta de excesso de ATP
h& o estimulo de vias anabdlicas (LIU et al., 2008; LEE et al., 2011; SANTOMAURO
JUNIOR et al., 2008). AMPK atua aumentando a captacio de glicose pelo musculo
esquelético pela promocdo de maior translocacdo de GLUT4 & membrana plasmatica
(SANTOMAURO JUNIOR et al., 2008).

Metformina age, principalmente através da inibicdo da gliconeogénese hepatica,
0 que explica sua habilidade em reduzir eficazmente a concentracdo plasméatica de
glicose e a hiperinsulinemia. Uma das formas pelas quais a metformina reduz a
producdo hepética de glicose é via ativacdo de AMPK, resultando em reducdo do
conteudo de ATP celular com consequente aumento de AMP, ou seja, promovendo
regulacdo alostérica de enzimas da via gliconeogénica, como a frutose-1,6-bifosfatase.
Ela é considerada droga anti-hiperglicémica, sem efeito hipoglicemiante por néo
estimular a secrecdo de insulina, como fazem as classicas sulfoniluréias. Metformina
apresenta efeito sensibilizador a insulina, principalmente por sua capacidade de reduzir
a producdo hepatica de glicose e a concentracdo de insulina plasmatica. Além disso,
ela € capaz de melhorar a sensibilidade a insulina em outros tecidos. BIKMAN et al.

(2010) mostraram que metformina reduziu a atividade de IKKB no musculo esquelético
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acompanhada de menor fosforilagdo em residuos serina de IRS-1 (SANTOMAURO
JUNIOR et al., 2008; CATON et al., 2010; MILLER; BIRNBAUM, 2010; VIOLLET et al.,
2012).

Além do efeito bem estabelecido na gliconeogénese, metformina também afeta o
metabolismo hepatico de lipidios. Este efeito também é mediado via ativacdo de AMPK.
Por esta via, metformina promove reducdo da expressdo de genes envolvidos na
lipogénese, como da acido graxo sintase e acetil CoA carboxilase, assim reduzindo a
sintese de acidos graxos e triacilglicerdis ao mesmo tempo que aumenta a taxa de
oxidacdo destes acidos graxos. Estes efeitos citados acima sdo promovidos pela
regulacdo “pra baixo” de SREBP-1c (proteina ligadora do elemento regulatério esterol)
(VIOLLET et al., 2012).
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2 JUSTIFICATIVA

A obesidade tem se tornado grande problema de saude publica. Esta questédo
envolve ndo apenas prejuizos ao individuo, o qual tem riscos muito maiores para
doencgas relacionadas a obesidade, tais como resisténcia a insulina e diabetes tipo 2,
arteriosclerose e hipertensédo entre outras, como também para os 6rgaos publicos que
sofrem com o impacto econdmico gerado pela doenca. Os gastos com obesidade
incluem os tratamentos médicos, compra de medicamentos e hospitalizacdes, além da
perda de mao-de-obra por invalidez decorrente das comorbidades relacionadas
(KOTTKE et al., 2003; BJORK, 2001).

As tentativas de tratamento da doenca devem se focar em intervencdes seguras
e eficazes. Para isso, a pesquisa acerca dos tratamentos que melhorem a qualidade de
vida do individuo devem se voltar ndo somente as drogas que permitem a rapida perda
de peso com muitos efeitos colaterais, mas em tratamentos de menor custo e efeitos
indesejaveis, e que sejam de facil obtencdo. Importantes alvos terapéuticos estdo
sendo descobertos e necessitam de mais estudo. Um desses alvos inclui o préoprio
tecido adiposo, o qual € um dos objetos da presente pesquisa (PI-SUNIER, 2003).

Recentes estudos demonstraram que o tecido adiposo ndo é um simples tecido
armazenador de lipidios e, sim um importante regulador endocrino. Ele secreta uma
grande diversidade de substancias, como as adipocinas que sdo moléculas produzidas
e secretadas pelo tecido adiposo e que desempenham importantes papéis na regulagcéo
do metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas, como também em processos
inflamatdrios. Porém, na obesidade todo este processo € alterado e inicia-se um
desequilibrio do metabolismo energético e da inflamagéo, que contribui para o
surgimento de diversas doencas relacionadas, principalmente resisténcia a insulina,
diabetes tipo 2 e arteriosclerose (TILG; MOSCHEN, 2006; MATFIN, 2007).

A metformina € uma biguanida utilizada como sensibilizadora a insulina. E
medicamento Util no tratamento da resisténcia a insulina e diabetes tipo 2 relacionadas
a obesidade (BLACKBURN, 2010). O oleo de peixe é rico em &cidos graxos 6mega-3,

gue sdo é&acidos graxos poliinsaturados com efeitos anti-inflamatérios e anti-
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aterogénicos, além de aumentarem a sensibilidade a insulina em tecidos-alvo, como
tecido adiposo e musculo esquelético. E encontrado em peixes de aguas frias, como a
sardinha e atum, alimentos relativamente de baixo custo (LOMBARDO; CHICCO,
2006).

Assim, a demonstracdo dos efeitos hipolipemiantes, anti-inflamatérios e
sensibilizadores a insulina do 6leo de peixe em comparagcdo com medicamentos
atualmente disponiveis para uso, podem aumentar as perspectivas na utilizacdo de
uma intervencdo mais econfmica, naturalmente obtida e com menores efeitos
colaterais.



32

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Este estudo teve como objetivo investigar os efeitos da suplementacdo com 6leo
de peixe e administracdo de metformina sobre processos metabdlicos e inflamatérios no

tecido adiposo e figado de camundongos obesos e resistentes a insulina.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Inducéo de obesidade e resisténcia a insulina pelas dietas hipercaloricas;

« Determina¢do do ganho de massa corporal;

e Avaliacdo da presenca de resisténcia a insulina por teste de tolerancia
intraperitoneal a glicose e dosagem de insulina plasmatica,

« Determinagdo dos pesos dos tecidos adiposos epididimal e
retroperitoneal+inguinal;

« Determinacgéo da producéao de lipidios e glicogénio hepaticos;

« Incubacéo do tecido adiposo epididimal na auséncia e presenca de adrenalina e
avaliacao da atividade lipolitica do tecido;

« Dosagem de citocinas plasméticas (TNF-a e adiponectina);

« Determinac¢do do tamanho médio dos adipdcitos isolados dos tecido adiposos
epididimal e retroperitoneal+inguinal por microscopia éptica;

« Determinacdo de células imunitarias infiltradas nos tecidos adiposos epididimal e

retroperitoneal+inguinal por citometria de fluxo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS

Todos os procedimentos envolvendo animais, assim como o estudo foram
submetidos & Comisséo de Etica para Uso de Animais (CEUA) do Setor de Ciéncias
Bioldgicas (SCB) — Universidade Federal do Parand (UFPR) (CEUA 511B). Foram
utilizados camundongos machos Swiss com 6 semanas de idade obtidos do Biotério do
Setor de Ciéncias Bioldgicas da UFPR — Campus do Centro Politécnico, Curitiba, PR.

4.2 INDUGCAO DA OBESIDADE

Obesidade foi induzida fornecendo aos animais racao hiperlipidica, contendo
53,09 kcal% de lipidios obtidos da gordura de porco (banha) e rica em carboidratos
(75,81 Kcal% de carboidratos). A dieta hiperlipidica foi preparada de acordo com
ARAUJO et al. (2007), e os animais receberam estas dietas por um periodo de 8
semanas. Os animais dos grupos controle receberam ragao regular Nuvilab CR1

(Quimtia). Os componentes das ragdes estdo mostrados nas tabelas abaixo:
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TABELA 1 — Composigdo das dietas rica em carboidratos e hiperlipidica, em g/kg.

Racéo rica em carboidrato

Ingredientes Racéao Hiperlipidica (g/kg)

(9/kg)

Amido de milho 465.7 115.5
Caseina 140 200
Amido dextrinizado 155 132
Sacarose 100 100
Oleo de soja 4 35
Banha de suinos 36 315
Celulose microfina 50 50
Mix de minerais 35 35
Mix de vitaminas 10 10
L-cistina 1.8 3
Bitartarato de colina 25 25

TABELA 2 — Conteldo calérico das dietas rica em carboidrato e hiperlipidica (kcal%).

Ingredientes Racéo Rica em carboidratos Racéao Hiperlipidica
(Yokcal) (Yokcal)
Amido 65.29 18.54
Caseina 14.73 15
Sacarose 10.52 7.491
Oleo de soja 0.947 5.899
Banha de suinos 8.52 53.09

TABELA 3 — Conteldo caldrico da ragdo regular Nuvilab CR1 (Quimtia®) (kcal%).

Ingredientes kcal%
Carboidratos 67,3
Proteinas 23,5
Lipidios 9,2

4.3 INTERVENCOES TERAPEUTICAS

O oleo de peixe foi gentilmente doado pela Fundagédo Herbarium e administrado
via oral. As capsulas continham 1g de 6leo de peixe, na proporcéo de 0,192 g de EPA
(acido eicosapentaenoico) e 0,124g de DHA (4cido docosahexaenodico). A metformina

(Medley®) foi adquirida em farméacia comercial e administrada aos animais na dose de
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300mg/kg/dia de massa corporal diluidos em agua destilada, via gavagem (QUAILE et
al.,, 2010; TONG et al., 2011). A suplementacdo com Oleo de peixe (1g/kg) e a
administracdo de metformina foram realizadas durante 30 dias consecutivos, ap0s o
periodo necesséario para inducdo da obesidade. A dose de 6leo de peixe utilizada é
capaz de ser incorporada na membrana plasmatica apos os 30 dias de suplementacao,
a qual foi realizada por meio de pipeta. A dose de metformina foi escolhida por nao

causar efeitos colaterais evidentes nos animais.

4.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Este estudo possui delineamento do tipo experimental. Foram realizados 7
experimentos com, no minimo, 5 animais por grupo em cada experimento. Foram
utilizados 8 grupos experimentais:

e controle: animais recebendo racéo regular (R);

« controle + Oleo de peixe: animais recebendo racdo regular mais suplementacéo
com 6leo de peixe (ROP);

e o0besos: animais recebendo ragao rica em carboidratos (C);

« obesos + 0Oleo de peixe: animais recebendo racdo rica em carboidratos mais
suplementacédo com 6leo de peixe (COP);

« obesos: animais recebendo ragéo hiperlipidica (HFD);

« oObesos + O6leo de peixe: animais recebendo racdo hiperlipidica mais
suplementacédo com 6leo de peixe (HOP);

« obesos + metformina: animais recebendo ragéo hiperlipidica mais metformina
(HFDMET);

« obesos + 6leo de peixe + metformina: animais recebendo racdo hiperlipidica
mais suplementacdo com Oleo de peixe e administracdo de metformina
(HOPMET).

Apos periodo de 8 semanas em suas respectivas dietas, aos animais se iniciou a

suplementacdo com 6leo de peixe e administragcdo de metformina, diariamente, por 30
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dias consecutivos, de acordo com cada grupo. Em seguida, os animais foram

ortotanaziados para coleta e andlise das amostras.

4.5 TESTE INTRAPERITONEAL DE TOLERANCIA A GLICOSE (ipGTT)

O ipGTT foi realizado através de injecao intraperitoneal (i.p.) de solucdo de
glicose a 20% (2g/kg de massa corporal) (ARAUJO et al., 2007), apos o periodo de
inducéo da obesidade. Glicemia foi determinada nos tempos zero (antes da ip), 30, 60,
90 e 120 minutos apos a injecdo, utilizando-se glicosimetro e fitas para glicemia da
marca One Touch Ultra® (Johnson & Johnson®). Este teste foi repetido ap6s o periodo
de suplementacdo com 0leo de peixe e administracdo de metformina para avaliagdo do
estado de tolerancia a glicose. Os animais receberam pentobarbital como anestésico na
dose de 45 mg/kg peso corporal antes dos procedimentos. Apos a confec¢do da curva,
foi analisada a area sob a curva glicémica (AUC) pelo método trapezoidal dos

respectivos grupos.

4.6 INCUBACAO DO TECIDO ADIPOSO

Para os ensaios de incubacéo, tecido adiposo epididimal foi isolado. O restante
do tecido foi rapidamente congelado e armazenado a -80C para posteriores analises.
O tecido adiposo epididimal foi pesado (100 mg) e dividido em vérias partes, a fim de
aumentar a superficie de contato com o tampdo. Depois, foi transferido para
erlenmeyers contendo 1 mL de tampao Krebs-Ringer (NaCl 0,9% + HEPES 10mM,
CaCl; 0,11M, KH,PO4 2,11%, MgSO, 3,82%, KCI 1,15%, NaHCO3 1,3% e agua q.s.p)
previamente gaseificado em atmosfera de O,/CO, (95%/5%), contendo albumina sérica
bovina (BSA) a 1% e glicose a 56 mM. O tecido foi incubado por 1 hora, sob agitagao
constante, sem gaseificagao.
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4.7 ATIVIDADE LIPOLITICA DO TECIDO ADIPOSO

Lipdlise foi avaliada pela liberacdo de glicerol apds incubac¢éo do tecido adiposo
nas condicdes anteriores por 1 hora. Adrenalina (10ug/mL) foi utilizada para
estimulacdo da lipdlise. Glicerol foi mensurado através de kit enzimatico colorimétrico

GPO-Trinder® e absorbancia lida em espectofotdbmetro a 500 nm.

4.8 ISOLAMENTO DE ADIPOCITOS E DETERMINACAO DO DIAMETRO MEDIO

Cerca de 2 g de tecido adiposo epididimal e retroperitoneal+inguinal foi cortado
em pedacos e adicionado em meio (DMEM 1%, HEPES 0,6%, BSA 4%, NaHCO3; 4,2
mM), contendo colagenase tipo Il 1 mg/mL, a 37C por 30 minutos, sob agitacdo
continua para digestdo. Apos, foi filtrado em malha fina (100 pm). Em seguida, apés
centrifugacdo foram obtidas as ceélulas estromais vasculares (pellet) e adipocitos
(sobrenadante). Para avaliacdo do tamanho meédio do adipocito, aliqguota do
sobrenadante foi colocada em lamina e analisada em microscopio 6ptico com objetiva

graduada em escala micrométrica.

4.9 IDENTIFICACAO DE CELULAS IMUNITARIAS NO ESTROMA VASCULAR DO
TECIDO ADIPOSO

Apoés isolamento dos adipdcitos descrito acima, foi feita centrifugacdo e coleta do
infranadante para obtenc&o da fracdo de ceélulas estromais vasculares, com posterior
incubagéo em solucao hemolitica por 30 minutos, a 37C. Em seguida, as células foram
marcadas utilizando-se o0s anticorpos especificos. Foi avaliada a infiltracdo de
macrofagos no estroma vascular do tecido adiposo (ATM) por meio de anticorpo anti-
F4/80 marcado com PE (o antigeno F4/80 é expresso por ATM) e de linfécitos por meio

de anticorpo anti-CD3 marcado com FITC, com o intuito de diferenciar esses dois tipos
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celulares. A diferenciagdo do fendtipo de macréfagos em M1 (pro-inflamatério) e M2
(anti-inflamatorio) foi avaliada com anticorpo anti-CD11c marcado com ALEXA FLUOR
488 (marcador de M1) e anticorpo anti-CD206 marcado com ALLEXA FLUOR 647
(marcador de M2). As populacdes de linfocitos foram distinguidas por meio de anticorpo
anti-CD4 marcado com PE (para linfocito T helper) e anticorpo anti-CD8 marcado com
FITC (para linfécito T citotoxico). As incubacdes com o0s respectivos anticorpos
ocorreram por 30 minutos a 4. Analise posterior f oi realizada por citometria de fluxo
(FACSCALIBUR BD Biosciences®).

*tecido adiposo retroperitoneal+inguinal sera referido, no restante do texto, somente como

tecido adiposo retroperitoneal.

4.10 PRODUGAO DE CITOCINAS

A mensuracdo da concentracdo plasmatica de: TNF-a (INVITROGEN®),
adiponectina (INVITROGEN®) e insulina (MILLIPORE® e ALPCO IMMUNOASSAYS®).
Aliguotas de plasma foi submetido a ensaio imunoenzimatico (ELISA) e as
concentracdes de TNF-a expressas em pg/mL, a de adiponectina em pg/mL e a de

insulina em ng/mL. Para a mensuracao foi seguida todas as instru¢des dos fabricantes.

4.11 CONTEUDO DE LIPIDIOS NO TECIDO HEPATICO (LIPOGENESE HEPATICA)

4.11.1 Extracao Lipidica Hepética

Foram pesados 100 mg de tecido hepatico e homogeneizados com 700 uL de
NaCl 1M. Em seguida, procedeu-se a extracdo lipidica com 3 mL de
cloroféormio/metanol (2:1). Apos centrifugacéo (4.000 rpm por 5 minutos) separou-se as
fases aquosa (superior) e organica contendo os lipidios extraidos do tecido (fase
inferior). Nitrogénio gasoso foi utilizado para secagem das amostras (evaporacdo dos
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solventes organicos), as quais foram ressuspensas em 500 uL de Tritonx100/metanol
(2:1).

4.11.2 Dosagem de lipidios

O conteudo de lipidios hepaticos obtidos apos a extracao lipidica (triacilglicerol e
colesterol) foi obtido por meio de ensaio enzimatico colorimétrico para glicerol (GPO-
Trinder) e colesterol (Laborclin®).

4.12 GLICOGENIO HEPATICO

Foi determinado de acordo com LEIGHTON & COOPER (1989). Pedaco de
figado foi pesado (cerca de 90 mg) e adicionado a tubo de ensaio contendo 500 pL de
KOH 1M e mantido em banho-maria a 37C durante 30 minutos para digestdo do
tecido. Apos isso, 100 pL do tecido digerido foi colocado em tubo de ensaio contendo
500 pL de tampéao acetato pH 4,8 (acido acético glacial 0,48%, acetato de sddio 12 mM,
amiloglucosidase 0,1% e agua destilada g.s.p) e 17,5 pL de &cido acético glacial. Em
seguida, as amostras foram mantidas em estufa (37C) durante 2 horas e, depois
centrifugadas a 15000g por 5 minutos. 100uL do sobrenadante foram colocados em
outro tubo contendo 1mL de tampé&o TEA (trietanolamina) pH 7,5 (37 mM TEA, MgSO,
0,6mM, sal dissédico de ATP 0,96 mM, sal sbédico de NADP 0,07 mM,
hexoquinase/glicose 6-fosfato desidrogenase e agua destilada g.s.p). Apés incubacao

de 40 minutos, as amostras foram lidas em espectofotometro a 340 nm.



40

4.13 DETERMINACAO DO PERFIL DE ACIDOS GRAXOS POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA PERFOMANCE (HPLC)

4.13.1 Extracdo Lipidica

Foi realizada de acordo com FOLCH et al (1956). Cerca de 30 mg de tecido
adiposo foram pesados, adicionado em tubos de vidro contendo 1,33mL de
cloroformio:metanol (2:1 v/v) e homogenizados. A seguir, foram transferidos 480uL
metanol e o material foi centrifugado a 5000 g durante 10 minutos. Apés a transferéncia
do sobrenadante a outro tubo foi adicionado 960 pL de cloroférmio. Em seguida, foi
adicionado 550 puL de agua. Apos agitacdo e formacéo espontanea do sistema bifasico,
o0 sobrenadante foi removido e adicionou-se 1 mL de solucdo de Folch (metanol
48,98%; agua 47,96%; cloroférmio 3,06%; MgCI2 0,017%; CaCl2 0,02%; NaCl 0,37%) e
0 sobrenadante removido. O processo foi repetido mais duas vezes. O infranadante foi

submetido a secagem em nitrogénio gasoso em banho-maria.

4.13.2 Saponificagdo

Aos extratos lipidicos foi adicionado 100 pL de metanol e 2 mL de solucéo
contendo NaOH 0,5M em 90% de metanol, para saponificacdo. As amostras foram
incubadas em banho-maria a 37C sob agitagdo continua durante 2 horas (BEYER;
JENSEN, 1989; NISHIYAMA-NARUKE, et al., 1998). Em seguida, 1,5 mL de HCI foi
adicionado para acidificacéo e logo depois foi adicionado 1 mL de hexano para extracao
dos acidos graxos. Sobrenadante foi coletado e a etapa anterior repetida mais duas

vezes. O solvente foi evaporado em nitrogénio gasoso.
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4.13.3 Derivatizacao

Foi realizada de acordo com ABUSHUFA et al (1994). Amostras foram
reconstituidas com 100 pL de acetonitrila e homogenizadas em vortex. Foi adicionado
150 pL de reagente A, BMMC (bromo-metil-metoxi-coumarina) preparado com 10 mg
de BMMC dissolvidos em 10 mL de acetonitrila. Logo em seguida, foram adicionados
150 pL de reagente B, composto de 26,5 mg de 18-crown-6-éter em 5 mL de
acetonitrila, com 100mg de carbonato de potassio e 50 uL de agua miliQ. Por fim, foram
adicionados 150uL de acetonitrila e, ap6s as amostras foram homogenizadas e
incubadas por 15 minutos em estufa a 60C. Esta sol ugao foi transferidas para tubos de
HPLC para deteccdo em HPLC Varian com bomba ProStar 230, autoinjetor ProStar 410

e detector de fluorescéncia ProStar 363 e utilizando-se coluna C-8 de fase reversa.

4.14 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como media = erro padrdo da média (EPM) dos
grupos experimentais e submetidos a analise de variancia de uma via (ANOVA) com o
pos teste de Bonferroni. Os testes ANOVA foram utilizados para populacdes com
distribuicdo gaussiana. A analise da normalidade dos dados foi realizada pelo teste de
Komolgorov-Smirnov. Para populagcfes que ndo seguiram distribuicdes gaussianas, foi
utilizada andlise de variancia ndo-paramétrica (teste de Kruskal-Wallis), seguido de pés-
teste de Dunn. Teste “t” de Student foi utilizado quando indicado. p < 0,05 foi usado
para indicar significAncia estatistica. As analises e os graficos foram realizados com o
auxilio do software GraphPad Prism® (GraphPad Prism versdo 5.00 para Windows,
GraphPad Software, San Diego, California EUA).
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5 RESULTADOS

5.1 INDUCAO DA OBESIDADE E RESISTENCIA A INSULINA

5.1.1 Ganho de Massa

151
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FIGURA 2 — Ganho de massa corporal dos animais alimentados com racdo regular (R), rica em
carboidrato (C) e rica em lipidios (HFD), apds o periodo inicial de 8 semanas. ?p<0,001 versus grupo R.
Pp<0,0001 versus grupo C. °p<0,0001 versus R.

Ganho de Massa Corporal (g)

R | C | HFD

6,661£0,51 (n=59) 9,33020,47 (n=100)2 12,34+0,42 (n=179)%

O ganho de massa corporal dos animais dos 3 grupos experimentais (antes dos
tratamentos), durante o periodo inicial de inducdo de obesidade e resisténcia & insulina
(8 semanas) estd mostrado na figura 2. O grupo alimentado com dieta rica em gordura
(HFD) apresentou aumento de 32,3% (p<0,0001) e 85,3% (p<0,0001) na massa
corporal, quando comparado aos dos grupos C e R, respectivamente. J4 o grupo C
apresentou aumento de 40,1% na massa corporal quando comparado ao do grupo R.
Os animais que receberam racdo rica em carboidrato (C) ou hiperlipidica (HFD)
ganharam massa em relacdo aos animais que receberam racdo regular (R),
confirmando que ambas as racfes apresentaram potencial obesogénico.

Durante este periodo de indugéo, observou-se que os animais alimentados com
racao hiperlipidica apresentaram menor consumo alimentar (g) quando comparados aos
animais do grupo alimentado com racéo regular (4,067+0,12 (n=24) versus 9,638+0,53

(n=8), p<0,0001). O mesmo foi encontrado para animais alimentados com racéo rica em
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carboidratos, os quais também apresentaram menor consumo alimentar (g) quando
comparados aos animais do grupo controle (7,925+0,20 (n=12) versus 9,638x0,53
(n=8), p<0,0001). Isto seria esperado, com base na maior densidade calorica das
racdes hiperlipidica (cerca de 5340 Kcal/kg) e rica em carboidrato (3802,8 Kcal/kg),
guando comparadas com a densidade cal6rica da racao regular (3000 kcal/kg).

5.1.2 Teste de Tolerancia & Glicose Intraperitoneal (ipGTT)
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FIGURA 3 — Teste de tolerancia & glicose intraperitoneal (ipGTT) dos animais alimentados com racao
regular (R), rica em carboidratos (C) e rica em lipidios (HFD) realizado 8 semanas apés o inicio do
experimento. ®p<0,05 versus grupo R. bp<0,05 versus grupo C.

Glicemia (mg/dL)

Tempo (min) | Controle (R) | Obeso (C) | Obeso (HFD)
Zero 111,2+4,63 (n=32) 135,7+6,40 (n=34)* 145,0+3,60 (n=60)?
30 254,5+12,64 (n=32)  285,9+14,23 (n=34)  350,4+11,37 (n=60)
60 215,3+11,75 (n=32)  248,8+15,35 (n=34)  317,4+13,05 (n=60)"
90 152,048,84 (n=32)  184,0+13,67 (n=34)  245,8+12,32 (n=60)"
120 98,53+4,04 (N=32)  131,049,47 (n=34)*  173,8+11,07 (n=60)®

Os animais do grupo obeso recebendo dieta hiperlipidica (HFD) apresentaram
aumento de 30,4% na glicemia no tempo zero, comparados ao grupo R (p<0,05). Ja os
animais obesos recebendo dieta rica em carboidrato (C) mostraram aumento de 22% na
glicemia do tempo zero, comparados ao grupo controle (p<0,05). No tempo 30 minutos,
o grupo HFD apresentou glicemia 22,5% e 37,7% maior (p<0,05), no tempo 60 minutos

27,6% e 47,4% (p<0,05), no tempo 90 minutos 33,6% e 61,7% (p<0,05), no tempo 120
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minutos 32,7% e 76,4% (p<0,05) quando comparado aos grupos C e R,
respectivamente. O grupo C apresentou glicemia 33% maior que o grupo R (p<0,05), no

tempo 120 minutos.

5.1.3 Area sob a curva (AUC)
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FIGURA 4 — Area sob a curva (AUC) glicémica ap0s teste de tolerancia a glicose intraperitoneal (ipGTT)
dos animais alimentados com racdo regular (R), rica em carboidratos (C) e rica em lipidios (HFD).
®p<0,0001 versus grupo R. bp<0,0001 versus grupo C.
AUC (mg/dL x min)
Controle (R) | Obesos (C) | Obeso (HFD)
21953+1032 (n=31) 2407941024 (n=32) 31909+1270 (n=54)"

Os animais do grupo HFD apresentaram valor de AUC 32,5% e 45,3% maior que
os grupos C e R, respectivamente (p<0,0001).

Os resultados acima indicam que, somente os animais do grupo HFD tornaram-
se intolerantes a glicose, como observado pela maior area sob a curva glicémica deste
grupo, quando comparado ao grupo R. Os animais do grupo C, mesmo tendo
apresentado glicemias maiores do que dos animais do grupo R nos tempos 0 e 120
minutos, ndo apresentaram aumento na area sob a curva glicémica, indicando que

estes animais, embora obesos, ndo estdo intolerantes a glicose. Por outro lado, os
animais do grupo HFD confirmam a instalacdo do quadro de obesidade e intolerancia a

glicose.
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5.2 EFEITOS DAS
BIOQUIMICOS

INTERVENCOES TERAPEUTICAS EM PARAMETROS

5.2.1 Ganho de Massa Corporal

TABELA 4 — Ganho de massa dos animais, suplementados ou ndo com 6leo de peixe alimentados com
racdo regular (R, ROP), rica em carboidratos (C, COP), rica em lipidios (HFD, HOP). Os animais com
racdo hiperlipidica, suplementados ou ndo com 6leo de peixe ainda receberam metformina (HFDMET,
HOPMET). ®p<0,05 versus R. "p<0,01 versus ROP. °p<0,001 versus ROP.

Ganho de Massa Corporal (g)

R ROP C COP HFD HOP HFDMET | HOPMET
2,241+0,30 | 0,793+0,37 | 2,929+0,41 | 2,867+0,3 | 2,979+0,54 | 3,022+0,45 | 3,194+0,56 | 2,938+0,70
9(n=29) | 9(n=29)* | 9(n=42) | 3(n=45)" | 1(n=47) | 6(n=45° | 6(n=34) | 3(n=32)

Os animais do grupo controle suplementados com oOleo de peixe (ROP)
apresentaram reducéo de 64,6% no ganho de massa quando comparados aos animais
sem suplementacéao (R) (p<0,05). Os animais do grupo C ndo mostraram alteragcdo no
ganho de massa (p>0,05), entretanto a suplementacdo com 0leo de peixe no grupo
COP promoveu 261,5% de aumento quando comparado ao grupo ROP (p<0,01). O
grupo HFD também ndo mostrou variagcdo no ganho de massa, porém o grupo HOP

apresentou aumento de 281,1% quando comparado ao grupo ROP (p<0,001).
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O consumo alimentar dos animais ap0s as 4 semanas nédo foi alterado pelas

intervencgdes terapéuticas. Os animais alimentados com racéo rica em carboidratos nao

apresentaram consumo alimentar (em gramas) diferente quando comparados aos

animais alimentados com racdo regular. Ja os animais alimentados com racao

hiperlipidica apresentaram menor consumo alimentar quando comparados aos animais

alimentados com a racao regular, semelhante ao que foi encontrado durante o periodo

de inducao. Entretanto, as intervencdes terapéuticas nao alteraram este parametro.

5.2.2 Teste de tolerancia a glicose intraperitoneal (ipGTT)

Glicemia (mg/dL)
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FIGURA 5 - Teste de tolerancia a glicose intraperitoneal (ipGTT) ap6s periodo de tratamento (4 semanas)
dos animais, suplementados ou ndo com 6leo de peixe alimentados com ragéo regular (R, ROP), rica em
carboidratos (C, COP), rica em lipidios (HFD, HOP). Os animais com ra¢&o hiperlipidica, suplementados
ou ndo com Oleo de peixe ainda receberam metformina (HFDMET, HOPMET). ®p<0,05 versus R.
bp<0,0001 versus R. °p<0,0001 versus C. dp<0,0001 versus ROP. °p<0,0001 versus COP. fp<0,05 versus
HOP. %p<0,001 versus C. "p<0,01 versus R. 'p<0,05 versus C. %p<0,001 versus C. 'p<0,01 versus COP.
kp<0,01 versus ROP. Ip<0,001 versus COP. "p<0,05 versus HFD.

Glicemia (mg/dL)

T(fnr?rf’)o R ROP c CoP HFD HOP HFDMET | HOPMET

zero 104555, 1266+12, 1352:11, 1492670 135371 160,416, 126,5:8,7 142,245,
(n=13) 11 (n=8) 46 (n=11)* 55(n=12) 83 (n=15)* 97 (n=11) 32 (n=6) 47 (n=5)

30 221555“-“14 254,9+15, 274,9+31, 256,919, 425;391113' 387;37;11' 3817427, 455,4126,
(o1g %2(=8)  T0M=1D)  55(1=12) (jese e 46(n=6)  2(n=5)

0 IT20M14 1g33u1s,  2221:31, 2110s14, OFNES ASMSZ 4037043 a426:25,
(13 16(=8) 42(n=lD) 33(n=12) ( Slw e 12(1=6) 39 (n=5)

0 12 1ooome, 162626 1e40m14, OO SPROMEL 31257, 3852046,
(n’:13) 66 (n=8) 19 (n=11) 74 (n=12) (n=15)" aj 25 (n=6) 74 (n=5)

120 8 1024105 1001#12, 9642471 1504217, f;g?'r?fff)' 184,3+23, 226,650,
80 (n=8) 88 (n=11) 37 (n=12) 23 (n=15)° s 15(n=6) 19 (n=5)

(n=13)




47

5.2.3 Area sob a curva (AUC)
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FIGURA 6 - Area sob a curva glicémica (AUC) dos animais suplementados ou ndo com 6éleo de peixe
alimentados com racéo regular (R, ROP), rica em carboidratos (C, COP), rica em lipidios (HFD, HOP). Os
animais com racgéo hiperlipidica, suplementados ou ndo com 6leo de peixe ainda receberam metformina
(HFDMET, HOPMET), ap0s periodo de tratamento (4 semanas). °p<0,0001 vs R bp<0,0001 vs ROP
‘p<0,001 vs C “p<0,0001 vs COP.

AUC (mg/dL x min)

R ROP C coP HFD HOP HFDMET | HOPMET
18707+128 | 204494823 | 20952+157 | 22696+148 | 34579+187 | 40000+341 | 37598+367 | 44028+354
2 (n=13) 5 (n=8) 5 (n=10) 4(n=12) | 6 (n=15)* | 1 (n=11)" 0 (n=6) 6 (n=5)

Os resultados acima indicam que 0s animais que receberam ragdo regular
(grupos R e ROP) continuaram tolerantes a glicose, ndo sendo notado efeito da
suplementacdo com Oleo de peixe nesses animais (p>0,05). Os animais recebendo
racao rica em carboidrato (C e COP) também ndo apresentaram alteracdo na tolerancia
a glicose (p>0.05). Entretanto, animais recebendo racdo hiperlipidica sem
suplementacéo (HFD) apresentaram intolerancia a glicose quando comparados com 0s
animais do grupo R (p<0,0001), como esperado. Interessantemente, a suplementacao
destes animais com Oleo de peixe (HOP) ndo promoveu melhora deste parametro
guando comparados com o grupo HFD (p>0,05). Assim, pode-se notar que a
suplementacédo com 6leo de peixe ndo melhorou a intolerancia a glicose, em um quadro
pré-instalado. Intolerancia a glicose associada com hiperinsulinemia indica resisténcia a
insulina. Para melhor avaliacdo, analisou-se a concentracdo de insulina plasmatica,

como mostrado abaixo.
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5.2.4 Insulinemia
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FIGURA 7 — Insulinemia dos animais suplementados ou ndo com 6leo de peixe alimentados com ragao
regular (R, ROP), rica em carboidratos (C, COP), rica em lipidios (HFD, HOP). Os animais com racgao
hiperlipidica, suplementados ou ndo com 6leo de peixe ainda receberam metformina (HFDMET,
HOPMET). #p<0,05 vs R; "p<0,05 vs COP; °p<0,05 vs HFD.

Insulinemia (ng/mL)

R ROP C COP HFD HOP HFDMET | HOPMET
0,522+0,0 | 0,435+0 1,119+ 0,376+0,0 | 0,849+0,1 | 1,162+0,2 | 0,485+0,0 1,383+
58 (n=9) | 0,003 0,35 | 423 (n=9) 10 7 (n=10)° | 56 (n=8)° | 0,409
(n=7) (n=10) (n=11)% (n=9)

Pode-se observar que os animais controle (grupos R e ROP) ndo apresentaram
variagdes na insulinemia (p>0,05), como seria esperado pelos seus valores normais de
area sob a curva glicémica. Os animais recebendo ragdo rica em carboidratos sem
suplementacéo (C) também néo tiveram insulinemia diferente quando comparada a do
grupo controle (R) (p>0.05), sendo que também apresentaram valores de AUC
semelhantes a do grupo R (figura 6). Os animais do grupo HFD apresentaram maior
insulinemia quando comparados a do grupo controle (R) (62,6%; p<0,05), a qual,
associada com o quadro de intolerAncia a glicose observado na figura 6, sugere
resisténcia a insulina. A suplementacdo com 0leo de peixe nos animais com racao
hiperlipidica (HOP) ndo promoveu alteracdo com relagdo a do grupo HFD, somente
guando comparada a do grupo COP (209,04%; p<0,05), o que indica efeito da racéo e
ndo da suplementacdo. O tratamento com metformina (HFDMET) embora ndo tenha
alterado AUC, foi capaz de reduzir a insulinemia quando comparada a do grupo HFD
(42,9%; p<0,05).
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5.2.5 Massa dos Tecidos

TABELA 5 — Massa dos tecidos (g) dos animais suplementados ou ndo com 6leo de peixe alimentados
com racao regular (R, ROP), rica em carboidratos (C, COP), rica em lipidios (HFD, HOP). Os animais
com racdo hiperlipidica, suplementados ou ndo com Oleo de peixe ainda receberam metformina
(HFDMET, HOPMET). ?p<0,0001 vs R. °p<0,0001 vs ROP. °p<0,05 vs COP. %p<0,0001 vs COP. ®p<0,05

vs HFD.

Grupo TA Epididimal (g) TA Retroperitoneal (g)
R 0,929+0,088 (n=40) 0,414+0,0417 (n=39)
ROP 0,742+0,061 (n=34) 0,336+0,0287 (n=34)
C 2,021+0,124° (n=45) 0,932+0,066° (n=44)
cop 1,725+0,096 ° (n=50) 0,797+0,055" (n=50)
HFD 2,25340,118 * (n=53) 0,977+0,071° (n=53)
HOP 2,252+0,129" (n=50) 1,256+0,064°% (n=50)
HFDMET 2,292+0,143 (n=33) 1,046+0,091 (n=30)
HOPMET 2,392+0,143 (n=33) 1,195+0,082 (n=30)

No que diz respeito a massa dos tecidos, o grupo C apresentou aumento de
117,5% no peso do tecido adiposo epididimal e 125,1% no retroperitoneal, quando
comparado ao do controle, R (p<0,0001). O grupo com racao hiperlipidica também
mostrou aumento no peso destes tecidos, com 142,5% no epididimal e 136% no
retroperitoneal, em relagdo ao do controle (R) (p<0,0001). Os grupos suplementados
com Oleo de peixe também apresentaram aumento no peso destes tecidos. O grupo
COP mostrou aumentos de 132,5% no epididimal e 137,2% no retroperitoneal
comparados ao do grupo ROP (p<0,0001). J& o grupo HOP também apresentou
aumento e de 203,5% no epididimal e de 273,8% no retroperitoneal, em relacdo ao
mesmo do grupo ROP (p<0,0001). Além disso, o grupo HOP também teve maior peso
do tecido adiposo epididimal quando comparado ao do grupo COP (30,5%; p<0,05) e
aumento maior ainda no tecido adiposo retroperitoneal em relagdo ao do mesmo grupo
anterior (57,6%; p<0,0001). Interessantemente, a suplementacdo com 0Oleo de peixe no
grupo com ragédo hiperlipidica (HOP) promoveu aumento de 28,5% no peso do tecido
adiposo retroperitoneal quando comparado ao do grupo com a mesma racado, porém

sem suplementacgao (HFD) (p<0,05), indicando efeito da suplementacéo.
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5.2.6 Diametro Médio dos Adipécitos

TABELA 6 — Diametro médio dos adip6citos (um) dos animais suplementados ou ndo com 6leo de peixe
alimentados com racao regular (R, ROP), rica em carboidratos (C, COP), rica em lipidios (HFD, HOP). Os
animais com racgéo hiperlipidica, suplementados ou ndo com 6leo de Eeixe ainda receberam metformina
SHFDMET, HOPMET). Tecido adiposo epididimal — ®p<0,0001 vs R; "p<0,01 vs ROP; °p<0,05 vs ROP;
p<0,001 vs R; ®p<0,05 vs C; 'p<0,05 vs HFD; %p<0,05 vcs HFDMET. Tecido adiposo retroperitoneal —
4p<0,0001 vs R; p<0,001 vs ROP; °p<0,0001 vs HFD; “p<0,001 vs COP; ®p<0,05 vs HFD; 'p<0,05 vs
HFDMET.

Grupos TA Epididimal | TA Retroperitoneal
R 14,91+0,639 (n=100) 7,920+0,374 (n=25)
ROP 18,82+0,738 (n=100)" 26,52+1,961 (n=25)"
C 23,86+0,772 (n=99)* 13,08+1,474 (n=25)
COP 22,09+0,512 (n=99)" 15,50+0,846 (n=50)"
HFD 26,68+0,756 (n=96)" 14,92+0,927 (n=25)"
HOP 23,07+1,047 (n=99)°' 25,48+1,931 (n=25)"
HFDMET 24,23+0,669 (n=99)' 22,48+1,458 (n=50)°
HOPMET 25,28+0,756 (n=100)° 26,96+1,466 (n=50)'

Observa-se que o didametro médio dos adipdcitos acompanha o apresentado na
tabela do peso dos tecidos. Assim, os grupos C e HFD apresentaram maior diametro
médio dos adipdcitos em relacdo ao do controle (R), indicando efeito das racdes. O
grupo C mostrou aumento de 60% no didmetro médio dos adipdécitos epididimais em
relacdo ao grupo do R (p<0,0001). J& o grupo HFD mostrou aumento de 78,9% no
epididimal e 88,4% no retroperitoneal em relagdo ao grupo R (p<0,0001).
Interessantemente, o grupo ROP mostrou aumento de 26,2% no didmetro médio dos
adipécitos epididimais (p<0,001) e 234,8% nos adipdcitos retroperitoneais em relacao
ao do grupo R (p<0,0001), indicando efeito da suplementacdo. A suplementacdo com
0leo de peixe nos animais recebendo racdo hiperlipidica (HOP) também resultou em
aumento do didmetro meédio dos adipocitos retroperitoneais (70,8%) em relacdo ao
grupo recebendo a mesma dieta mas sem suplementacdo (HFD) (p<0,0001). Mais
interessante ainda € o fato do tratamento com metformina no grupo recebendo racao
hiperlipidica (HFDMET) ter apresentado aumento no didmetro médio dos adipécitos
retroperitoneais de 50,7% em relacdo ao grupo sem qualquer tratamento recebendo a
mesma racao (HFD) (p<0,05) e uma reducdo de 9,2% nos adipécitos epididimais em

relacéo ao grupo HFD (p<0,05), indicando efeito do farmaco.



5.2.7 Conteudo de Lipidios Hepaticos

5.2.7.1 Colesterol Hepético
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FIGURA 8 — Colesterol hepético (mg/g tecido) dos animais suplementados ou ndo com d4leo de peixe
alimentados com racao regular (R, ROP), rica em carboidratos (C, COP), rica em lipidios (HFD, HOP). Os
animais com racao hiperlipidica, suplementados ou ndo com 6éleo de peixe ainda receberam metformina
(HFDMET, HOPMET). ®p<0,001 vs R; "p<0,05 vs C.

Colesterol Hepatico (mg/g tecido)

R ROP c COoP HFD HOP HFDMET | HOPMET
0,937+0,0 | 1,119+0,2 | 2,414+ | 1,37040,1 | 1,0330,1 | 1,127+0,1 | 1,163+0,1 | 1,137
84 (n=16) | 28 (n=9) 0,507 | 51 (n=10) 90 08 (n=8) | 23(n=10) | 0,121

(n=10)* (n=10)" (n=10)
5.2.7.2 Triacilglicerol Hepatico
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FIGURA 9 — Triacilglicerol hepético (mg/g tecido) referente aos animais suplementados ou ndo com 6leo
de peixe alimentados com ragédo regular (R, ROP), rica em carboidratos (C, COP), rica em lipidios (HFD,
HOP). Os animais com rac¢éo hiperlipidica, suplementados ou ndo com 6leo de peixe ainda receberam
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metformina (HFDMET, HOPMET). ®p<0,0001 vs R; "p<0,001 vs R; °p<0,05 vs C; %p<0,001 vs ROP;
°p<0,0001 vs ROP.

Triacilglicerol Hepatico (mg/g tecido)

R ROP C COP HFD HOP HFDMET [ HOPMET
0,621+0,1 | 0,523+0,0 | 5,092+ | 4,031+0,4 | 2,819+0,6 | 3,566+0,8 | 2,622+0,4 | 1,967+
03 (n=16) | 63 (n=9) 0,659 52 66 31 (n=9)* | 75 (n=10) | 0,309

(n=10)* (n=10)° | (n=10)" (n=10)

Como forma de avaliacdo do efeito lipogénico das racgbes, avaliou-se a
deposicdo de lipidios no figado, pela analise de colesterol e triacilglicerol hepéticos.
Pode-se notar o efeito lipogénico da racéo rica em carboidrato (C) quando comparada
as outras duas racbes. Com base na figura 7, observa-se que o grupo C apresentou
157% mais deposicdo de colesterol hepatico do que o grupo R (p<0,001) e 133,7%
mais que o grupo HFD (p<0,05). Enquanto na figura 8 pode-se notar que a deposicao
de triacilglicerol hepético no grupo C foi 720% maior que no grupo R (p<0,0001) e 80%
maior que o grupo HFD (p<0,05). O grupo HFD também apresentou aumento na
deposicéo de triacilglicerol hepatico comparado ao grupo R (354%; p<0,001).

5.2.8 Glicogénio Hepatico

15+

Glicogénio Hepatico (umol/g tecido)

FIGURA 10 — Glicogénio hepético (umol/g tecido) dos animais suplementados ou ndo com 6éleo de peixe
alimentados com racéo regular (R, ROP), rica em carboidratos (C, COP), rica em lipidios (HFD, HOP). Os
animais com racao hiperlipidica, suplementados ou ndo com 6éleo de peixe ainda receberam metformina
(HEDMET, HOPMET). %p<0,01 vs R; "p<0,01 vs C.

Glicogénio Hepatico (umol/g tecido)

R ROP C COP HFD HOP HFDMET | HOPMET
2,82640,7 | 2,368+0,4 | 2,928+ | 3,674+0,9 | 8,925+1,7 | 5,922+1,0 | 8,056+0,4 | 6,470+
44 (n=12) | 46 (n=9) 0,514 | 94 (n=11) 49 81 (n=14) | 55(n=7) 1,617

(n=12) (n=12)* (n=8)
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A figura acima demonstra que o0 Unico grupo com alteracdo na deposicdo de
glicogénio hepatico foi o dos animais recebendo racao hiperlipidica (HFD), com 216% e
205% maior acumulo de glicogénio hepético, comparado ao dos grupos R (p<0,01) e C
(p<0,01), respectivamente.

5.2.9 Lipdlise

Lipdlise (mg/dL/mg tecido)
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FIGURA 11 - Lipdlise (mg/dL/mg tecido) na auséncia e presenga de adrenalina a partir do tecido adiposo
incubado dos animais suplementados ou ndo com 6leo de peixe alimentados com racgdo regular (R,
ROP), rica em carboidratos (C, COP), rica em lipidios (HFD, HOP). Os animais com ragao hlperl|p|d|ca
suplementados ou ndao com 6leo de peixe alnda receberam metformina (HFDMET HOPMET). p<0 05vs
seu controle ndo estimulado; ®p<0,05 vs R; p<0 05 vs ROP; °p<0,01 vs R; p<0 05 vs R+A; ®p<0,01 vs
ROP+A; p<0 001 vs C+A; °p<0,05 vs ROP+A.

Lipolise sem Estimulo (mg/dL/mg tecido)

R ROP C coP HFD HOP [ HFDMET | HOPMET
1,053 + 0,856 + 1,729+ | 2,046+ | 2,269+ | 2,224+ | 2273+ 2,022 +
0,064 (n=8) | 0,130 0,194 0,216 0,221 0,249 0,242 0,198 (n=8)
(n=5) =8 | (=7)° | (n=8)° | (n=8)" | (n=9)

Lipdlise com Estimulo (mg/dL/mg tecido)

R ROP C coP HFD HOP [ HFDMET | HOPMET
1,556 * 1,415+ | 3,432+ | 2,866+ | 2,491+ | 2,746+ | 2,827+ 2,793 +
0,071 0,199 0,219 0,170 0,103 0,144 0,162 | 0,217 (n=24)

(n=8)" (n=5)" (n=24)"" | (n=21)" | (n=24)" | (n=23)? | (n=27)"

Os animais dos grupos controle (R, ROP) ndo mostraram alteracdo na lipélise

basal (p>0,05). Animais alimentados com racdo rica em carboidratos (C, COP)

apresentaram aumento na lipdlise basal quando comparados aos grupos R (64,2%) e
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ROP (139%), respectivamente (p<0,05). O mesmo ocorreu para 0s animais alimentados
com racao hiperlipidica (HFD, HOP), que mostraram maior lipélise quando comparados
aos grupos R (115,5%; p<0,01) e ROP (159,8%; p<0,05), respectivamente.

A adicao de adrenalina promoveu aumento na lipolise dos animais do grupo R,
ROP, C, COP e HFDMET, quando comparados aos seus respectivos controles néo
estimulados (p<0,05). Animais do grupo C (120,6%) e HFD (60,1%) estimulados
apresentaram maior lipélise quando comparados ao grupo controle estimulado (R+A)
(p<0,05). A suplementacdo com Oleo de peixe nos animais dos grupos COP+A
(102,5%) e HOP+A (94,1%) promoveu aumento na lipélise, quando comparados ao
grupo ROP+A (p<0,01 e p<0,05, respectivamente). Os animais do grupo HFD+A
(27,4%) apresentaram, ainda menor lipdlise quando comparados ao grupo C+A
(p<0,001).

5.3 EFEITOS DO OLEO DE PEIXE E METFORMINA NA RESPOSTA INFLAMATORIA
ASSOCIADA A OBESIDADE E RESISTENCIA A INSULINA

A fim de relacionar os efeitos da obesidade no desencadeamento da resisténcia
a insulina, objetivou-se também estudar a resposta inflamatéria neste quadro, a qual
sabe-se apresenta papel chave. Assim, a concentracdo plasmatica de citocinas, como o
TNF-a (proinflamatorio) e adiponectina (antiinflamatoéria e sensibilizadora a insulina)
foram mensuradas, além da infiltracdo de células imunitarias em dois tipos diferentes de

tecido adiposo, epididimal e retroperitoneal.
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5.3.1 Concentragdo Plasmética de TNF-a e Adiponectina

5.3.1.1 TNF-a
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FIGURA 12 — Concentracao plasmatica de TNF-a dos animais suplementados ou ndo com dleo de peixe
alimentados com racao regular (R, ROP), rica em carboidratos (C, COP), rica em lipidios (HFD, HOP). Os
animais com racao hiperlipidica, suplementados ou ndo com 6éleo de peixe ainda receberam metformina
(HFDMET, HOPMET). ®p<0,05 vs ROP, "p<0,05 vs HFD; °p<0,05 vc HOP.

TNF-a Plasmético (pg/mL

R ROP C COP HFD HOP HFDMET | HOPMET
2,379+ 3,334+ 3,069+ 2,031+ 2,955+ 1,564+ 3,744+ 4,634+
0,799 0,223 0,347 0,669 0,508 0,311 0,663 1,095
(n=7) (n=5) (n=8) (n=6) (n=8) (n=8)® (n=8) (n=5)°

Os grupos controle (R, ROP) ndo apresentaram alteragcdo na producdo desta
citocina (p>0,05). Animais alimentados com racdo rica em carboidratos (C, COP)
também ndo mostraram alteracdo (p>0,05). Animais alimentados com racédo
hiperlipidica (HFD) também n&o apresentaram alteracdo (p>0,05), entretanto a
suplementacdo com Oleo de peixe (HOP) reduziu em 47,1% a producdo de TNF-a
guando comparada a do grupo HFD (p<0,05). O mesmo grupo (HOP) também
apresentou 53,1% de reducdo quando comparado ao grupo ROP (p<0,05). O grupo

HOPMET apresentou 196,3% de aumento quando comparado ao grupo HOP (p<0,05).
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5.3.1.2 Adiponectina
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FIGURA 13 — Concentracao plasmética de adiponectina dos animais suplementados ou ndo com éleo de
peixe alimentados com racao regular (R, ROP), rica em carboidratos (C, COP), rica em lipidios (HFD,
HOP). Os animais com racgdo hiperlipidica, suplementados ou ndo com 4leo de peixe ainda receberam
metformina (HFDMET, HOPMET). ®p<0,05 vs ROP; "p<0,05 vs HFDMET.

Adiponectina Plasmatica (ug/mL)

R

ROP C COoP HFD HOP HFDMET | HOPMET
97,87+ 88,35+ 108,5+ 104,6+ 116,3+ 137,4+ 112,6+ 142,1+
11,17 11,60 9,249 11,23 11,89 6,637 10,05 8,216
(n=10) (n=9) (n=9) (n=9) (n=10) (n=9)* (n=9) (n:9)b

Os animais alimentados com racao regular (R, ROP) ndo mostraram alteracdo na
concentracao plasmatica de adiponectina (p>0,05). A alimentacdo com racgéo rica em
carboidrato (C) ou hiperlipidica (HFD) também n&o promoveu alteracdo nesta citocina
(p>0,05). A suplementacdo com 6leo de peixe ndo causou alteracdes no grupo COP,
porém o grupo HOP mostrou 55,5% de aumento quando comparado ao grupo ROP
(p<0,05). O tratamento com metformina ndo promoveu alteracao (p>0,05), enquanto a
associacdo de Oleo de peixe e metformina no grupo HOPMET resultou em aumento de
26,2%, quando comparado ao grupo HFDMET (p<0,05).
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5.3.2 Infiltracdo de Células Imunitarias no Tecido Adiposo Epididimal

5.3.2.1 Linfécitos
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FIGURA 14 - Infiltragdo de linfocitos no tecido adiposo epididimal dos animais suplementados ou nao
com 6leo de peixe alimentados com racgdo regular (R, ROP), rica em carboidratos (C, COP), rica em
lipidios (HFD, HOP). Os animais com rac¢ao hiperlipidica, suplementados ou ndo com 6leo de peixe ainda
receberam metformina (HFDMET, HOPMET). A ®p<0,05 vs R. bp<0,001 vs ROP. C %p<0,05 vs R.
®p<0,0001 vs ROP.
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Infiltracdo de linfécitos T CD4 no TA epididimal (%R)

R ROP C COP HFD HOP HFDMET | HOPMET
100,0+7,6 | 309,2+ 77,50+ 72,74+ 105,5+ 84,97+ 106,6+ | 78,00+10,
22 (n=6) 85,25 16,83 12,98 14,49 12,25 12,58 91 (n=10)
(n=5)% (n=12) (n=9)" (n=12) (n=9)" (n=10)

Infiltracdo de linfécitos T CD8 no TA epididimal (%R)

R ROP C COP HFD HOP HFDMET | HOPMET
100,0+8,9 68,61+ 106,7+ 100,6+ 101,0+ 104,5+ 87,37+ | 106,7+20,
33 (n=6) 22,09 24,62 18,47 14,55 12,92 11,60 54 (n=11)
(n=6) (n=13) (n=10) (n=12) (n=10) (n=10)

Razao CD4/CD8 no TA epididimal
R ROP C COP HFD HOP HFDMET | HOPMET
0,893+ 8,039+ 0,850+ 0,979+ 1,188+ 1,136+ 1,542+ 0,771+
0,072 2,789 0,205 0,253 0,166 0,199 0,335 0,161
(n=5) (n=5)2 (n=11) (n=9)" (n=12) (n=11)" (n=10) (n=9)°

Nos animais alimentados com racgéo regular, a suplementacdo com 6leo de peixe

(ROP) promoveu aumento de 209,2% nas células positivas para CD4 (p<0,05), o que

foi acompanhado por aumento de 800,2% na razdo CD4/CD8 (p<0,05) quando

comparado ao grupo R. A suplementacdo com 6leo de peixe nos grupos COP e HOP

promoveu redugcdes no numero de linfécitos positivos para CD4 de 76,5% e 72,5%

guando comparadas as do grupo ROP, respectivamente (p<0,001), o que também foi

acompanhado por reducgdes na razdo CD4/CD8 de 87,8% e 85,7% quando comparadas

as do grupo ROP, respectivamente (p<0,0001). N&o foi observadas alteracbes nas

células positivas para CD8 (p>0,05).
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5.3.2.2 Macrofagos
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FIGURA 15 — Infiltragcdo de macréfagos no tecido adiposo epididimal dos animais suplementados ou nao
com 6leo de peixe alimentados com racgdo regular (R, ROP), rica em carboidratos (C, COP), rica em
lipidios (HFD, HOP). Os animais com rac&o hlperI|p|d|ca suplementados ou nao com 6leo de pelxe ainda
receberam metformina (HFDMET HOPMET). A %p<0,01 vs ROP. p<0 0001 vs HFD. °p<0,05 vs
HFDMET. C ?p<0,05 vs R. °p<0,05 vs HFDMET.

Infiltragdo de macréfagos CD11c no TA epididimal (%R)

R ROP C COP HFD HOP HFDMET | HOPMET
100,0+ 60,78+ 148,8+ 142,9+ 96,61+ 216,6% 103,5+ | 175,416,
19,14 17,26 37,66 34,64 14,62 16,81 23,54 12 (n=8)°
(n=6) (n=5) (n=10) (n=8) (n=9) (n:9)"’Ib (n=9)

Infiltracdo de macréfagos CD206 no TA epididimal (%R)

R ROP C COP HFD HOP HFDMET | HOPMET
100,0+ 96,72+ 160,5+ 132,8+ 139,1+ 186,4+ 218,3% 217,7+
11,28 11,15 23,53 22,99 27,07 37,72 43,29 57,63

(n=6) (n=4) (n=9) (n=8) (n=10) (n=9)* (n=9) (n=9)°
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Raz&o CD11¢/CD206 no TA epididimal

R ROP C COP HFD HOP HFDMET | HOPMET
1,094+0,2 0,326+ 1,146+ 1,172+ 1,560+ 1,705+ 0,538+ 2,275+
42 (n=6) 0,068 0,379 0,343 0,541 0,400 0,194 0,844
(n=4)% (n=9) (n=7) (n=10) (n=9) (n=8) (n:9)b

Observa-se que ocorre relacdo inversa entre os dois tipos celulares infiltrados no
tecido adiposo epididimal. Situacéo inversa daquela obtida para linfocitos foi observada
para células positivas para CD11c e CD206. Animais alimentados com racéo regular (R,
ROP) ndo mostraram alteracdo nas células positivas para CD11c e nem para CD206
(p>0,05), entretanto houve reducdo de 70,2% na razdo CD11c/CD206 quando
comparada a do grupo R (p<0,05). Nado foram observadas alteracbes nos animais
alimentados com racéo rica em carboidratos (C, COP) (p>0,05). Interessantemente, a
suplementacdo com 6leo de peixe no grupo HOP resultou em 256,4% de aumento
guando comparado ao do grupo ROP (p<0,01) e 124,2% quando comparado ao do
grupo HFD (p<0,0001). O tratamento com metformina ndo promoveu alteracdes nas
populacdes de macrofagos (p>0,05), entretanto a associacdo de metformina e 6leo de
peixe no grupo HOPMET resultou em aumento de 69,5% (p<0,05) nas células positivas
para CD11c, acompanhado de aumento de 322,8% (p<0,05) na razdo CD11c/CD206
guando comparado ao grupo HFDMET.
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5.3.3 Infiltracdo de Células Imunitarias no Tecido Adiposo Retroperitoneal

5.3.3.1 Linfécitos
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FIGURA 16 — Infiltracdo de linfécitos no tecido adiposo retroperitoneal dos animais suplementados ou
ndo com Oleo de peixe alimentados com ragdo regular (R, ROP), rica em carboidratos (C, COP), rica em
lipidios (HFD, HOP). Os animais com racéo hiperlipidica, suplementados ou ndo com 6éleo de peixe ainda
receberam metformina (HFDMET, HOPMET). C #p<0.05 vs R. bp<0.05 vs ROP.

Linfécitos T CD4 no TA retroperitoneal (%R)

R ROP C COoP HFD HOP HFDMET | HOPMET
100,0+ 83,58+ 60,39+ 37,50+ 46,90+ 39,51+ 49,51+ | 47,07+9,3
22,28 28,98 15,33 10,99 13,49 6,278 13,87 21 (n=7)
(n=4) (n=4) (n=7) (n=6) (n=5) (n=6) (n=5)

Linfécitos T CD8 no TA retroperitoneal (%R)

R ROP C COoP HFD HOP HFDMET | HOPMET
100,0+ 186,3+ 133,8+ 150,4+ 126,5+ 237,1+ 202,4+ 230,2+
5,325 83,00 23,57 20,43 38,08 36,01 85,22 67,72
(n=4) (n=4) (n=7) (n=6) (n=5) (n=6)° (n=5) (n=7)




Razéo Linfécitos CD4/CD8 no TA retroperitoneal
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R ROP C COP HFD HOP HFDMET | HOPMET
1,045+ 0,661+ 0,536+ 0,261+ 0,388+ 0,182+ 0,426%+ 0,199+
0,282 0,217 0,146 0,064 0,092 0,042 0,198 0,040
(n=4) (n=4) (n=7) (n=6) (n=5)% (n:6)b (n=5) (n=6)

5.3.3.2 Macrofagos
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Infiltracdo de macréfagos no tecido adiposo retroperitoneal dos animais suplementados ou

ndo com Oleo de peixe alimentados com racao regular (R, ROP), rica em carboidratos (C, COP), rica em
lipidios (HFD, HOP). Os animais com racéo hlperI|p|d|ca suplementados ou nao com 6leo de peixe ainda
receberam metformina (HFDMET, HOPMET). A ®p<0,05 vs C. C ®p<0,05 vs C p<0 05 vs HFD.

Macréfagos CD11c no TA retroperitoneal (%R)

R ROP C COoP HFD HOP HFDMET | HOPMET
100,0+ 131,0+ 290,8+ 96,43+ 92,32+ 196,1+ 142,77+ 147,0+
16,23 30,31 97,03 20,31 8,399 71,27 42,10 34,36
(n=4) (n=4) (n=7) (n=6)" (n=3) (n=6) (n=6) (n=6)

Macréfagos CD206 no TA retroperitoneal (%R)

R ROP C COP HFD HOP HFDMET | HOPMET
100,0+ 42,20+ 64,42+ 180,4+ 66,51+ 127,5+ 170,8+ 179,3+
31,62 7,425 12,33 84,80 30,12 49,49 58,10 75,95
(n=4) (n=3) (n=6) (n=6) (n=4) (n=6) (n=6) (n=7)




Razdo CD11¢/CD206 no TA retroperitoneal
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R ROP C COP HFD HOP HFDMET | HOPMET

1,000+ 2,882+ 3,129+ 1,370+ 3,140+ 0,756+ 1,711+ | 4,087%2,1

0,0 (n=2) 1,661 0,623 0,477 1,055 0,268 0,598 91 (n=7)
(n=4) (n=7) (n=6)% (n=4) (n=4)" (n=6)

Observa-se que ndo houve alteracdes na infiltracdo de linfocitos e macrofagos
para os animais dos grupos R, ROP, C e COP (p>0,05). Entretanto, o grupo HFD
mostrou reducéo de 62,9% na razdo CD4/CD8 quando comparado ao grupo R (p<0,05),
ndo havendo alteracdo nos outros parametros (p>0,05). O grupo HOP apresentou
reducdo de 72,5% quando comparado ao grupo ROP (p<0,05). N&o foram observadas

alteragbes nos demais grupos (p>0,05).

5.3.4 Perfil de &cidos graxos do tecido adiposo

5.3.4.1 Tecido adiposo epididimal

TABELA 7 — Perfil de acidos graxos no tecido adiposo epididimal de animais suplementados ou ndo com
6leo de peixe alimentados com racéo regular (R, ROP), rica em carboidratos (C, COP) e hiperlipidica
(HFD, HOP). Os animais alimentados com rac¢éo hiperlipidica, suplementados ou ndo com dleo de peixe
também receberam metformina (HFDMET, HOPMET). ®p<0,05 vs HFD; bp<0,05 vs R; °p<0,01 vs C;
9<0,0001 vs R; °p<0,0001 vs ROP; p<0,001 vs C; %p<0,001 vs COP; "p<0,001 vs ROP; 'p<0,01 vs ROP;

1p<0,0001 vs C; “p<0,0001 vs COP; 'p<0,05 vs ROP.

| R ROP C COP HFD HOP | HFDMET | HOPMET
Laurico  0,256+0,1 0,173#0,0 0,443+0,2 0,181+0,09 0,121%0,0 N&o 0,182+0,13 0,092+0,0
(C12:0) 84 (n=4) 72 (n=5) 01 (n=4) 5 (n=5) 74 (n=4)  detectado 3 (n=5) 66 (n=5)
(n=3)
Miristico ~ 1,277+0,1 1,557+0,1 1,929+0,2 2,294+0,25 1,309+0,1 0,975+0,3 1,402+0,09 0,977+0,2
(C14:0) 89(n=4) 78 (n=5) 12 (n=4) 7 (n=5) 33(n=4) 07 (n=4) 4 (n=5) 49 (n=5)
Palmitco  11,40+0,8 11,03+1,4 13,11#1,7 13,73#0,86 13,00+0,4 10,69+1,2 8,970+0,87 10,64+1,3
(C16:0)  90(n=4) 36 (n=5) 99 (n=4) 4 (n=5) 34(n=4) 87(n=4) 0(n=5)*> 61 (n=4)
Estearico 1,093+0,1 0,812+0,0 0,597+0,0 1,521+0,38 1,233+0,0 1,180+0,1 0,818+0,11 0,843+0,2
(C18:0)  31(n=4) 94(n=4) 96(n=3)" O0(=5)° 58(n=4) 21(n=4) 3(n=5)*> 86 (n=5)
Oléico  29,46+0,3 29,44+0,7 48,22+1,2 4554+0,71 49,09+1,4 47,91+22 49,47+0,84 4892+0,3
(C18:1n9) 06 (n=4) 59 (n=5) 79 (n=4)" 2(n=5)° 60 (n=4)" 99 (n=4)° 5 (n=5) 69 (N=5)
Linoléico  47,45+0,8 46,34+1,1 17,87+2,1 19,85+1,18 26,91+1,3 29,79+29 29,35+0,84 29,56+0,6
(C18:2n6) 23 (n=4) 03 (n=5) 19 (n=4)"  4(n=5° 70 (n=4)" 69 (N=4)* 2 (n=5) 27 (n=5)
Linolénico  2,721+0,2  2,752+0,2 N&o 0,725+0,13 0,960+0,1 0,967+0,3 1,465+0,12 0,863+0,3
(C18:3n3) 69 (n=4) 99 (n=5) detectado 0 (n=5)" 63 (n=4)* 46 (n=4) 3 (n=5)* 55 (n=4)
(n=3)
Araquidoéni  6,200+0,7 6,934+0,4 16,91+14 1592+127 7,145:0,4 8,121+0,3 8,129+0,38 7,8160,4
co 57 (n=4) 91(n=5) 73(n=4)" 8(=5)° 02 (n=4) 99 (n=4)* 3 (n=5) 24 (n=5)
(C20:4n6)
EPA 0,145+0,0 0,415+0,0 N&o 0,118+0,04 0,2010,1 N&o 0,1660,02 0,063+0,0
(C20:5n3) 84 (n=4) 11 (n=4) detectad 97 (n=5)" 08 (n=4) detectad 4 (n=5) 4 (n=5)
0 (n=3) 0 (n=3)h
DHA N&o 0,393+0,0 N&o 0,127+0,05 Nao 0,092+0,0 0,020+0,00 0,098+0,0
(C22:6n3) detectad 48 (n=5)  detectad 2(n=5)'  detectad 49 (n=3)'  75(n=4) 58 (n=4)
0 (n=4) 0 (n=3) 0 (n=3)
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FIGURA 18 — Razao n6/n3 de acidos graxos no tecido adiposo epididimal de animais suplementados ou
ndo com Oleo de peixe alimentados com racdo regular (R, ROP), rica em carboidratos (C, COP) e
hiperlipidica (HFD, HOP). Os animais alimentados com racao hiperlipidica, suplementados ou ndo com
6leo de peixe também receberam metformina (HFDMET, HOPMET).

Raz&o n6/n3 no TA epididimal

R ROP C COP HFD HOP HFDMET | HOPMET
19,23+ 15,78+ 9,802+ 51,47+ 36,04+ 18,12+ 22,59+ | 12,91454
1,852 1,257 9,802 16,73 11,63 6,904 1,238 73 (n=5)
(n=4) (n=5) (n=3) (n=5) (n=4) (n=4) (n=5)

indice de insaturacdo* no TA epididimal

R ROP C COP HFD HOP HFDMET | HOPMET

158,05 162,5 151,6 152,6 1354 143,4 146 142,8

*calculado pela porcentagem de acidos graxos multiplicada pelo niumero de duplas ligacdes.

Observa-se que houve aumento de 186,2% na porcentagem de EPA no grupo ROP,
guando comparado ao grupo R (p<0,05), sendo que houve aumento concomitante no indice de
instauracdo para este grupo. O grupo COP apresentou reducéo de 71,56% na incorporacao de
EPA, quando comparado ao grupo ROP (p<0,001), acompanhado de reducéo da incorporacéo
de DHA (67,7%; p<0,05), isto resultou em menor indice de instauracdo para este grupo. O
grupo HOP também apresentou reducfes na porcentagem de EPA e DHA, quando comparado
ao grupo ROP, isto resultou em menor indice de instauracdo para este grupo. Estes resultados
indicam menor incorporacdo de EPA e DHA nos animais alimentados com ragéo hiperlipidica e

rica em carboidratos, quando comparados aos animais que receberam ragao regular.



5.3.4.2 Tecido adiposo retroperitoneal
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TABELA 8 — Perfil de acidos graxos no tecido adiposo retroperitoneal de animais suplementados ou nao
com Gleo de peixe alimentados com racéo regular (R, ROP), rica em carboidratos (C, COP) e hiperlipidica
(HFD, HOP). Os animais alimentados com racgé&o hiperlipidica, suplementados ou ndo com 6leo de peixe
também receberam metformina (HFDMET, HOPMET). %p<0,05 vs HFD; bp<0,05 vs R; °p<0,0001 vs R;
90<0,05 vs ROP; ®p<0,05 vs C; 'p<0,05 vs COP.

[ R [ ROP | C [ COP [ HFD [ HOP | HFDMET | HOPMET
L&urico 0,62+0,065 0,841+0,317 1,526+0,819 0,913+0,196 0,618+0,027 0,642+0,235 1,271+0,285  1,137+0,221
(C12:.0) (n=5) (n=4) (n=3) (n=3) (n=5) (n=2) (n=4)% (n=4)
Miristico 0,992+0,254 1,527+0,245 2,7360,940 2,583+0,514 1,26120,147 1,3790,238 2,416+0,416  2,018+0,428
(C14:0) (n=5) (n=4) (n=3) (n=4) (n=5) (n=2) (n=4)% (n=4)
Palmitico 11,35+0,695 13,060,997 17,514,020 13,431,663 12,97+1,524 12,643,197 25,36+4,803  22,37+4,388
(C16:0) (n=5) (n=4) (n=3) (n=4) (n=5) (n=2) (n=4) (n=4)
Estearico 1,025+0,099 1,243+0,164 0,968+0,182 0,767+0,16 1,30620,204 1,4890,683 3,043+0,820  2,465+0,499
(C18:0) (n=5) (n=4) (n=3) (n=4) (n=5) (n=2) (n=4) (n=4)
Oléico 30,020,624 39,153,909 32,51+16,30 46,013,360 50,261,908 50,582,922 11,83+11,83  24,47+14,13
(C18:1n9) (n=5) (n=4) (n=3) (n=4) (n=5) (n=2) (n=4)% (n=4)
Linoléico 46,24+0,973 35,44+4,924 21,353,927 17,84+1,128 25,380,608 24,690,533 43,24+5507  36,98+6,670
(C18:2n6) (n=5) (n=4)° (n=3)° (n=4)" (n=5)° (n=2) (n=4) (n=4)
Linolénico 2,589+0,134 1,707+0,210 0,978+0,361 0,912+0,073 0,965+0,108 1,057+0,024 1,780+0,121  1,345%0,218
(C18:3n3) (n=5) (n=4) (n=3)° (n=4)" (n=5)" (n=2) (n=4)* (n=4)
Araquidénico 6,931+0,905 6,683+0,597 22,266,426 16,171,714 7,046+0,518 7,287+1,028 10,40+0,798  8,517+1,717
(C20:4n6) (n=5) (n=4) (n=3)° (n=4)" (n=5)° (n=2)' (n=4) (n=4)
EPA 0,219+0,042 0,149+0,057 0,138+0,021 0,187+0,007 0,153+0,008 0,148+0,038 0,698+0,091  0,533+0,093
(C20:5n3) (n=5) (n=4) (n=3) (n=3) (n=5) (n=2) (n=3)* (n=4)
DHA 0,02+0,006 0,194+0,079 0,023+0,013 0,143+0,005 0,0058+0,0034 0,094+0,065 0,105+0,057  0,175+0,059
(C22:6n3) (n=5) (n=4)" (n=3) (n=3)° (n=4) (n=2) (n=4) (n=4)
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FIGURA 19 — Razédo n6/n3 de acidos graxos no tecido adiposo retroperitoneal de animais suplementados
ou ndo com 6leo de peixe alimentados com ragdo regular (R, ROP), rica em carboidratos (C, COP) e
hiperlipidica (HFD, HOP). Os animais alimentados com racao hiperlipidica, suplementados ou ndo com
6leo de peixe também receberam metformina (HFDMET, HOPMET). ®p<0,01 vs R; bp<0,05 vs R; °p<0,05
vs C.
Razao n6/n3 no TA retroperitoneal
R ROP C COP HFD HOP HFDMET | HOPMET
18,97+ 21,37+ 41,11+ 26,20+ 29,58+ 24,98+ 21,96+ 21,99+0,4
0,818 2,604 5,054 2,447 2,888 3,677 0,6925 781 (n=4)
(n=5) (n=4) (n=3)% (n=4)° (n=5)" (n=2) (n=4)
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indice de insaturac&o* no TA retroperitoneal
R ROP C COP HFD HOP HFDMET | HOPMET
159,2 143,8 168,0 150,9 132,9 133,6 149,4 140,2

*calculado pela porcentagem de acidos graxos multiplicada pelo niumero de duplas ligacdes.

A incorporacdo de EPA né&o foi eficiente no tecido adiposo retroperitoneal, ndo
sendo observada diferenca na porcentagem deste &acido graxo nos grupo
suplementados com 6leo de peixe. Somente o grupo HFDMET apresentou aumento de
356,2% na porcentagem de EPA, quando comparado ao grupo HFD (p<0,05), o que foi
acompanhado de aumento no indice de instauracdo para este grupo. Com relacdo a
incorporacdo de DHA, observa-se que o grupo ROP mostrou aumento de 870% na
porcentagem de DHA, quando comparado ao grupo R (p<0,05), entretanto sem
aumento no indice de insaturacdo. Isto pode ser devido a redugcdo de 23,35% na
porcentagem de &cido linoléico, quando comparado ao grupo R (p<0,05). O grupo COP
também mostrou aumento de 521,7% na porcentagem de DHA, quando comparado ao

grupo C (p<0,05), entretanto sem aumento no indice de insaturacdo para este grupo.
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6 DISCUSSAO

A obesidade, considerada doenca, e representada pelo excesso de gordura
corporal, pode afetar a saude do individuo portador de diversas maneiras, resultando
em menor expectativa de vida. A ingestao hipercal6rica € um dos fatores que propiciam
0 seu aparecimento, sendo os estudos de obesidade induzida pela dieta hiperlipidica
Uteis na avaliacdo das comorbidades envolvidas e nas possiveis formas de tratamento
(NASCIMENTO et al., 2011).

O uso de modelos animais de obesidade induzida pela dieta é util, pois permite
uma correlacdo mais exata com a realidade, pelo fato de que o proéprio fenétipo obeso é
produzido. Estudos mostraram, ao longo de mais de 60 anos de pesquisa com modelos
animais de obesidade, que dietas hiperlipidicas acarretam hiperglicemia e resisténcia a
insulina com alteracbes nas vias de sinalizacdo da insulina, além de alteragbes no
musculo e figado. Por isso, dietas hiperlipidicas sdo geralmente aceitas como modelos
animais validos de sindrome metabdlica e resisténcia a insulina (BUETTNER;
SCHOLMERICH; BOLLHEIMER, 2007).

Neste estudo, utilizou-se 3 tipos diferentes de racdes durante o periodo
experimental. Cada grupo foi submetido a sua respectiva racdo por um periodo inicial
de 8 semanas. Este periodo é considerado suficiente para induzir obesidade em
animais submetidos a dieta hiperlipidica (ARAUJO, et al., 2007). A principio, a racio
considerada controle era normolipidica, porém ao longo do periodo experimental os
animais recebendo esta racdo desenvolveram ganho excessivo de peso. Mais tarde,
analise da deposicao de lipidios hepaticos (discutido adiante) também mostrou maior
deposicdo de gordura hepatica nestes animais. Assim, a racdo anteriormente
considerada normolipidica gerou davidas e, foi observado que ela possui maior
conteudo de carboidratos (75,81Kcal%; 720,7g/kg) contra 26Kcal% (347,5g/kg) da
racao hiperlipidica. Sabendo-se do potencial lipogénico de carboidratos, considerou-se
a adicdo de terceira racdo aos experimentos, a qual consistia na racdo padréo do
biotério (Nuvilab CR1, Quimtia®). Esta racdo padrdo possui 67,3%Kcal de carboidratos,

entretanto estes carboidratos consistem, em sua maioria, de farelo de soja e trigo, além
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de milho integral moido, enquanto a ragcdo normolipidica (que se mostrou rica em
carboidratos) consiste basicamente, de sacarose e amido de milho. Interessante notar
gue as duas rag0es iniciais utilizadas foram baseadas na formulacdo indicada pela
Associacao Internacional de Nutricdo, sendo chamada AIN-93, que foi estabelecida
com o intuito de padronizar as ragdes utilizadas em experimentos animais (REEVES, et
al.. 1993; REEVES, 1997). Inicialmente, esta associacdo havia formulado, em 1976,
ragdo padronizada, chamada de AIN-76. Em 1993, apés reunido envolvendo
nutricionistas, a padronizacdo AIN-76 foi adaptada, gerando a AIN-93.

N&o é s6 a quantidade de carboidratos, mas também o tipo que irdo influenciar
os efeitos metabdlicos finais (dislipidemia, doencas cardiovasculares e diabetes
mellitus) (SILVA et al., 2011). O termo indice glicémico foi estabelecido por JENKINS et
al. (1981) para caracterizar o perfil de absorcéo e efeitos metabodlicos dos carboidratos
apos as refeicbes. Fatores como natureza do amido (amilose ou amilopectina),
presenca de fibras, entre outros afetam o indice glicémico (SILVA et al., 2011).
Alimentos com maior quantidade de amilose apresentam menor indice glicémico, pois a
amilose € mais lentamente digerida e absorvida do que a amilopectina (os granulos de
amilose agrupam-se em uma estrutura que dificulta a entrada de agua, enquanto as
moléculas ramificadas de amilopectina permitem a entrada de &gua, facilitando a
digestdo e absorcao). O resultado é uma liberacdo mais rapida de glicose a partir da
amilopectina. Estes alimentos com elevado indice glicémico acarretam em pico de
glicose e insulina mais rapidos apds as refeicbes, causando sobrecarga pancreatica.
Nestes casos, a maior secre¢do de insulina causa hipoglicemia reacional, a qual induz
a liberagcdo de hormoénios contra-regulatorios, como glucagon que podem promover
aumento da concentracdo plasmatica de acidos graxos livres, fator importante no
desencadeamento de resisténcia a insulina (SARTORELLI; CARDOSO, 2006).

Sabe-se que a presenca de fibras pode retardar o esvaziamento géstrico e
também interagir com as particulas dos nutrientes, conferindo menor area de contato
direto com a parede do intestino delgado, assim havendo menor velocidade de
absorcédo dos nutrientes, tais como os carboidratos (SARTORELLI; CARDOSO, 2006).
Também, o maior consumo de fibras obtidas da casca de grdos é inversamente

correlacionado com o risco de doencas cardiovasculares (SARTORELLI; CARDOSO,
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2006). Assim, a racdo padrdo do biotério, por seu conteudo de fibras obtidas dos
farelos, deve acarretar menor velocidade de absorgéo de carboidratos, enquanto que a
racao rica em carboidratos possui, além de amido, a sacarose e, ainda ndo conta com a
presenca de farelos. Sacarose, especificamente a porcao glicose deste dissacarideo, é
responsavel por estimular a producéo de insulina pelas células beta-pancreaticas, o que
acarreta a diferenciagdo de adipdcitos, resultando em expansdo do tecido adiposo
(HAO et al.,, 2012). Ainda, dietas com alto conteldo de carboidratos atuam como
possiveis fatores de risco para dislipidemia, da mesma forma que dietas hiperlipidicas,
sendo que seu principal efeito metabdlico é atribuido a maior lipogénese hepética
(SARTORELLI; CARDOSO, 2006). Parece que a diferenca na qualidade dos
carboidratos pode ser responsavel pelo diferente perfil metabdlico obtido pelos animais.

Os efeitos destas 3 racbes, regular (R), hiperlipidica (HFD) e rica em
carboidratos (C) podem ser verificados nas figuras 2, 3 e 4. Como esperado, a racao
hiperlipidica resultou em maior ganho de massa corporal e intolerancia a glicose
guando comparada com a racdo regular. Ja a racdo rica em carboidratos resultou em
ganho de massa corporal, porém 0s animais ndo tornaram-se intolerantes a glicose.
Neste periodo inicial ndo foi avaliada a insulinemia, portanto ndo se pode concluir se
existe resisténcia a insulina nestes animais intolerantes a glicose.

E reconhecido que o melhor modelo animal de sindrome metabodlica humana é
obtido por meio de dietas ricas em gordura saturada e carboidratos (frutose e
sacarose), pois os animais desenvolvem intolerdncia a glicose, hiperinsulinemia,
obesidade, hiperlipidemia e anormalidades cardiovasculares (HARRIS; APOLZAN,
2012; PANCHAL; BROWN, 2011). Uma das explicacdes para o ndo desenvolvimento
de intolerancia a glicose nos animais alimentados com racéo rica em carboidratos pode
ter sido a quantidade de sacarose (100g/kg; 10%) e o tempo em que estes animais
foram submetidos a esta racdo (8 semanas). Ainda, ha que considerar que a racao
hiperlipidica utilizada também possuia 100g/kg de sacarose, além de gordura saturada.
Assim, pode ter ocorrido efeito sinérgico entre a sacarose e a gordura nos animais
alimentados com racao hiperlipidica. YANG et al. (2012) utilizaram modelo animal de
inducéo de sindrome metabolica e obesidade com dieta rica em carboidratos (sacarose)

e gordura saturada por periodo maximo de 4 semanas. A racdo utilizada continha
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49,1% (m/m) de carboidratos, sendo 34,1% de sacarose e 15% de amido de milho,
além de 21,2% (m/m) de gordura. Os autores observaram ganho de massa corporal 1
semana apos o inicio da dieta, com aumento da massa de tecido adiposo branco
mesentérico na segunda semana e aumento da insulinemia na quarta semana de dieta.
Em outro estudo CHUN et al. (2010) alimentaram ratos com racdo rica em sacarose
(650g/kg) e outra racédo rica em amido de milho (500g/kg) durante 4 semanas e
encontraram efeito semelhante das dietas em aumentar a gordura visceral (35% de
aumento) quando comparado ao grupo controle, além de reducdo no transporte da
glicose estimulado pela insulina no musculo esquelético. As racdes utilizadas neste
estudo continham amido de milho purificado, rica em carboidrato (620,7g/kg) e a
hiperlipidica (247,5g/kg), enquanto a ra¢cao regular continha amido de milho, de trigo e
de soja obtidos dos farelos dos grdos contendo, assim maior quantidade de fibras.
Portanto, a quantidade de sacarose e o tempo de exposi¢cdo dos animais pode néo ter
sido suficiente para instalar quadro de intolerancia a glicose nos animais alimentados
com ragcdo rica em carboidratos, enquanto a presenca de sacarose na racao
hiperlipidica pode ter contribuido para a instalacdo deste quadro.

Consumo de dietas ricas em gordura promove balanco positivo para a gordura e,
como consequéncia aumento do tamanho de tecido adiposo, ja& que 0 maior consumo
de gordura ndo €é acompanhado de aumentos na taxa de oxidacdo deste
macronutriente (PEREIRA-LANCHA et al., 2010). Adiposidade possui papel-chave no
desenvolvimento de resisténcia a insulina, principalmente por atuar nas vias de
sinalizac&o insulinicas, como mostrado por YOUNGREN et al. (2001) que verificaram
reducdo na autofosforilagdo do receptor da insulina no musculo esquelético apos
estimulo com insulina, em ratos alimentados com racao rica em gordura e sacarose. De
modo semelhante, ARAUJO et al. (2007) encontraram defeitos em todas as etapas da
sinaliza¢do da insulina no musculo esquelético, figado e hipotalamo de camundongos
submetidos & dieta hiperlipidica. Assim, elevado consumo de gordura, principalmente
de origem animal, estd correlacionado a resisténcia a insulina e adiposidade, com
alteracfes na acéo da insulina em tecidos-alvo.

Apés o periodo inicial de inducdo de obesidade e intolerancia a glicose (8

semanas), iniciou-se o tratamento dos animais com Oleo de peixe e metformina que
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ocorreu durante as 4 semanas seguintes, totalizando 12 semanas de experimento. Os
animais receberam suplementacfes diarias com 6leo de peixe (1g/kg), sendo que
alguns animais recebendo racdo hiperlipidica também receberam o medicamento
metformina (300mg/kg), diariamente por meio de gavagem.

Analisando a tolerancia a glicose através da area sob a curva glicEmica (AUC)
(Figura 6), observa-se que os animais dos grupos controle (R e ROP) permaneceram
tolerantes a glicose, como esperado. O grupo ROP também mostrou reducédo no ganho
de massa corporal, quando comparado ao grupo R (Tabela 4). Os animais recebendo
racdo rica em carboidratos (C e COP) também permaneceram tolerantes a glicose,
ainda que o grupo C tenha mostrado maior glicemia de jejum quando comparado ao
grupo R (Figura 5). Porém, os animais recebendo ragdo hiperlipidica sem qualquer
tratamento (HFD) continuaram intolerantes a glicose, além de demonstrarem maior
insulinemia quando comparados aos animais do grupo controle (R). Estes animais,
guando comparados aos animais do grupo com racao rica em carboidratos (C) também
demonstraram maior AUC. Interessantemente, o tratamento com Oleo de peixe nao
promoveu melhora destes parametros, ja o tratamento com metformina, embora tenha
promovido reducéo da insulinemia, ndo foi capaz de melhorar a intolerancia & glicose.

Insulinemia foi mensurada com o objetivo de confirmar o quadro de resisténcia a
insulina e, de fato os animais do grupo HFD apresentaram maior glicemia (figura 6) e
insulinemia (figura 7) quando comparados ao grupo R, confirmando a instalacdo deste

7 by

guadro. Hiperinsulinemia € observada em individuos resistentes a insulina e,
classicamente é considerada como consequéncia do proprio estado resistente a
insulina, com aumento de sua secre¢do pancreatica de forma compensatoria a elevada
glicemia, decorrente de reduzida sinalizagédo da insulina. Entretanto, 10ZZ0O et al. (2001)
demonstraram que hiperinsulinemia pode ser causa da resisténcia a insulina, pois 0s
autores observaram reduzida atividade da enzima glicogénio sintase na
hiperinsulinemia fisioldgica utilizando individuos submetidos a infusdo cronica de
insulina. De fato, a instalagdo de resisténcia a insulina hepatica € capaz de reduzir a
sintese de glicogénio, entretanto é dificil afirmar que a hiperinsulinemia seja causa ou
consequéncia da resisténcia a insulina, somente que ela participa da fisiopatologia da

doenca.
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Oleo de peixe ndo foi capaz de melhorar este parametro (figura 7).
KALUPAHANA et al. (2010) demonstraram que camundongos alimentados com ragéo
hiperlipidica por 11 semanas tornaram-se obesos e intolerantes a glicose, sendo que a
alimentacdo dos animais com ragdo hiperlipidica e EPA simultaneamente por 11
semanas, foi capaz de prevenir a instalacdo deste quadro. Ainda, a adicdo de EPA
durante 5 semanas a animais submetidos a dieta hiperlipidica por 6 semanas manteve
concentracdes normais de glicose e insulina plasmaticas. Assim, estes autores
mostraram que EPA é capaz de prevenir e reverter quadro de intolerancia a glicose. Por
outro lado, MUURLING et al. (2003) alimentaram camundongos APOE*3 Leiden com
racao hiperlipidica (45,3 Kcal%) durante 20 semanas, induzindo resisténcia a insulina.
Apés esse periodo, adicionaram Oleo de peixe (3g/100g) & racdo hiperlipidica e
permaneceram na dieta por 10 semanas. Os autores ndo observaram melhora na
sensibilidade a insulina, porém ocorreu reducédo das concentracdes de TNF-a no tecido
adiposo dos animais. Nosso estudo demonstrou que 6Oleo de peixe ndo é capaz de
reverter estado de resisténcia a insulina pré-existente, entretanto poderia prevenir a
instalacdo deste quadro. De modo interessante, metformina foi capaz de reduzir a
insulinemia dos animais (figura 7). Isto pode ser consequéncia da melhora da
sensibilidade a insulina promovida pelo farmaco, acarretando reducéo da hipersecrecao
do hormoénio. Metformina (320mg/kg/dia) durante 4 semanas foi capaz de melhorar a
acdo da insulina no musculo séleo de ratos obesos e resistentes a insulina (Zucker), por
meio da ativacdo de AMPK e reducdo da fosforilacdo em serina de IRS-1 (BIKMAN et
al., 2010). Metformina representa farmaco amplamente utilizado para o tratamento de
diabetes mellitus tipo 2. Ela age por meio da ativacdo da via de sinalizagdo da quinase
ativada por AMP (AMPK), porém seu exato mecanismo de acdo ainda ndo é conhecido
(CATON et al., 2011). Sabe-se que esta droga alivia a resisténcia a insulina, suprime a
lipdlise mediada por TNF-q, reduz as concentracdes de acidos graxos livres circulantes,
além de promover o controle da massa corporal e tamanho dos adipdcitos (REN et al.,
2006). Diferente das classicas sulfonilulréias que aumentam a secre¢do de insulina,
metformina possui efeito anti-hiperglicemiante, mais do que hipoglicemiante, agindo
através do aumento da sensibilidade a insulina nos tecidos periféricos (REN et al.,
2006).
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Alteracdes foram também observadas com relacdo ao tecido adiposo, na
dependéncia do tipo de tecido. Como sera discutido abaixo, 6leo de peixe possui
diferentes resultados nos adipdcitos epididimais e retroperitoneais. Atividade lipolitica
no tecido adiposo epididimal também variou, principalmente na dependéncia do tipo de
racao.

Ingestdo de racBes hipercaldricas resulta em deposicdo excessiva de gordura,
acarretando hipertrofia e hiperplasia dos adipécitos com consequente aumento da
massa de tecido adiposo e ganho de massa, principalmente através da perda do
equilibrio energético causada pelo consumo excessivo de energia (KALUPAHANA et
al.,, 2010; FERREIRA et al., 2011). Curiosamente, tem havido interesse na pesquisa
relacionando o gasto energético, além do consumo energético envolvidos na
obesidade. Assim, foi considerado que roedores obesos apresentam reducdo na
termogénese do tecido adiposo marrom e, que h& superexpressdo das proteinas
desacopladoras UCP1 e UCP2 nos tecidos adiposos marrom e branco,
respectivamente, em roedores resistentes a obesidade induzida pela dieta hiperlipidica.
Isto demonstra importante papel da termogénese no desenvolvimento da obesidade
(RICQUIER; BOUILLAUD, 2000; JANOVSKA et al., 2013).

Adipécitos possuem fungBes importantes na regulagdo do metabolismo
energético, que pode ser observado através da importante funcdo enddcrina do tecido
adiposo. Além disso, o figado € reconhecido também por seu papel regulador do
metabolismo (YANG et al., 2012). Assim, dietas hipercaloricas podem resultar em
alteracbes no metabolismo do tecido adiposo e hepatico, causando alteracdes no
metabolismo de lipidios e carboidratos nestes tecidos promovendo dentre outras coisas
lipogénese e gliconeogénese hepatica, levando como consequéncia, resisténcia a
insulina em todo o organismo.

Neste estudo, as duas ra¢des hipercaldricas (hiperlipidica e rica em carboidratos)
resultaram em aumento na massa dos tecidos adiposos epididimal e retroperitoneal
(Tabela 5), além de aumento no didmetro dos adipdcitos (Tabela 6). Isto caracterizaria
guadro de adiposidade relacionado com hipertrofia do adipocito. Esta hipertrofia foi
acompanhada de aumento na deposicdo de triacilglicerol hepatico (Figura 9) nos

animais recebendo as duas ragfes. Aléem disso, racdo hiperlipidica acarretou deposito
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de glicogénio hepatico (Figura 10), o que ndo foi observado na racdo rica em
carboidratos.

Quando ¢é adicionada a suplementacdo com Oleo de peixe como Unico
tratamento nos animais (grupos ROP, COP e HOP), ha um fato interessante. As
respostas obtidas variaram de acordo com a dieta experimental utilizada e com o tipo
de tecido adiposo avaliado. Assim, nos animais controle suplementados com o6leo de
peixe (ROP) observou-se reducdo do ganho de massa corporal, porém acompanhado
de aumento no didmetro dos adipdcitos epididimais e retroperitoneais, sem nenhuma
alteracdo na massa de tecido adiposo. Ja nos animais recebendo racdo rica em
carboidrato (COP), o 6leo de peixe foi capaz de reduzir o didmetro dos adipécitos
epididimais, mas nao dos retroperitoneais. Por fim, nos animais com racao hiperlipidica
(HOP), a suplementacdo com oOleo de peixe acarretou aumento na massa de tecido
adiposo retroperitoneal, acompanhado de aumento no diametro destes adipdcitos,
entretanto reduziu o didametro dos adipdcitos epididimais.

As respostas de diferentes tipos de tecido adiposo ndo sao iguais, em virtude de
diferencas nas influéncias de cada tipo no metabolismo, funcdo enddcrina,
caracteristicas dos pré-adipécitos, respostas as dietas hiperlipidicas e expressao
génica, entre outros (SACKMANN-SALA, et al., 2012). Do mesmo modo, a
responsividade dos adipocitos de cada tipo de tecido adiposo ao Oleo de peixe também
varia. LUDWIG et al. (2013) mostraram que adipécitos mesentéricos foram mais
responsivos ao 6leo de peixe, demonstrado pelo seu menor tamanho, quando
comparados aos adipdcitos epididimais, em camundongos submetidos a dieta
hiperlipidica (48kJ% de gordura) durante 12 semanas. A justificativa destes autores é
gue a gordura mesentérica possui maior atividade metabdlica, como observado pelo
seu alto fluxo sanguineo. SACKMANN-SALA et al. (2012) avaliaram as diferencas
metabdlicas entre 4 diferentes depdsitos de tecido adiposo, mostrando que o depdsito
mesenterico possui maior geracdo de ATP, maiores concentracbes de proteinas
antioxidantes, maior transporte de lipidios, maior fluxo sanguineo, maior contetdo de
proteinas e adipdcitos pequenos, enquanto o depdsito retroperitoneal possui menor
conteudo de proteinas e adipécitos de tamanho médio a largo. Ja o deposito epididimal

possui maior metabolismo de glicose/lipidios, menor contetdo de proteinas e adipocitos
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maiores, enquanto a gordura inguinal possui menor metabolismo de glicose/lipidios,
menores concentracdes de proteinas antioxidantes, menor concentracdo de proteinas e
adipécitos pequenos. Os depositos utilizados neste estudo consistiam em epididimal e
uma mistura de retroperitoneal e inguinal, portanto € notavel que apresentariam
diferentes respostas.

Oleo de peixe, rico em EPA e DHA, é reconhecido por aumentar a oxidag&o
lipidica e suprimir a lipogénese hepatica, principalmente por sua capacidade de
aumentar a expressdo de enzimas envolvidas com a beta-oxidacdo e ciclo do acido
tricarboxilico, além de reduzir a expressao das enzimas envolvidas na lipogénese, como
a glicerol-3-fosfato desidrogenase (KALUPAHANA et al., 2010). Porém, enquanto os
estudos relacionam a maior oxidacdo de acidos graxos mitocondrial com a perda de
peso e reducédo de adiposidade, HOEHN et al. (2010) mostraram que este aumento
nem sempre leva ao maior gasto energético. Os estudos de KALUPAHANA et al. (2010)
demonstraram que os animais recebendo racdo hiperlipidica mostraram peso similar
agueles recebendo também EPA. Assim, no estado de sobrepeso e obesidade ja
existentes, o 6leo de peixe pode ter sua eficiéncia limitada. Porém, o exato mecanismo
através do qual o Oleo de peixe atua na reducdo de lipidios e nos efeitos
ateroprotetores ainda ndo é conhecido, podendo ainda diferenciar de acordo com o
animal, dieta e tipo de tecido adiposo utilizado.

O aumento do didmetro dos adipdcitos observado no grupo controle
suplementado com 06leo de peixe (ROP) pode estar relacionado com efeito positivo,
condizente com maior responsividade a insulina. Isto porque uma das mais importantes
funcbes dos adipécitos € atuar com efeito “tamponante” dos lipidios da dieta
(SARASWATHI et al. 2007; FLACHS et al., 2009; BJJRNDAL et al., 2011). H& muito
tempo, € reconhecido o papel armazenador de lipidios do tecido adiposo. Ele promove
equilibrio entre lipogénese quando ha excesso de nutrientes e lipélise no jejum, sendo
processo regulado por hormdnios como insulina e adrenalina. A entrada de acidos
graxos nos adipocitos é dependente da atividade da enzima lipase de lipoproteinas
(LPL), que degrada as particulas de lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) na
circulacdo. Acidos graxos disponiveis sdo reesterificados com o esqueleto de glicerol e

armazenados como triacilgliceréis, através do estimulo da lipogénese pela insulina.
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Adipdcitos sensiveis a insulina possuem a capacidade de armazenar lipidios e impedir
a sua degradacao, pois a insulina inibe a enzima lipase horménio-sensivel (LHS), ou
seja, inibe a lipolise (SETHI; VIDAL-PUIG, 2007; BJJRNDAL et al., 2011; JOCKEN,;
BLAAK, 2008). Interessantemente, o grupo ROP apresentou menor lipdlise (Figura 11)
do tecido adiposo epididimal incubado na auséncia e presenca de adrenalina (agonista
adrenérgico) quando comparado aos grupos COP e HOP. Assim, pode-se supor que 0s
adipocitos com diametro aumentado no grupo ROP indicam maior responsividade a
insulina, observado também pela menor lipdlise, atuando no armazenamento de
lipidios. Isto evita que acidos graxos livres sejam enviados para a circulacdo, aonde
atuariam em tecidos-alvo promovendo estimulo de vias pro-inflamatorias e resisténcia a
insulina (FLACHS et al., 2009). E, como sera discutido adiante, este grupo (ROP)
apresentou reducdo da infiltracdo de células positivas para CD8 e para CD1lc,
reduzindo assim o processo inflamatério no tecido adiposo epididimal. SARASWATHI et
al. (2007) encontraram aumento na adiposidade total e na massa de tecido adiposo
perigonadal apdés suplementacdo da dieta com Oleo de peixe, em camundongos
submetidos a dieta hiperlipidica por 12 semanas. Entretanto, estes autores observaram
reducdo da esteatose hepatica e aterosclerose, além de aumento no depdsito de
colesterol nestes adipécitos associado com melhora na sinalizacdo da insulina.

O oposto foi observado para os grupos sob racdes hipercaléricas. O grupo COP
apresentou reducédo do diametro do adipdcito epididimal (Tabela 6) acompanhado por
maior lipolise (Figura 11) quando comparado ao grupo ROP, na situacdo basal e
estimulada pela adrenalina. J& o grupo HOP demonstrou reducdo do diametro do
adipdcito epididimal acompanhado de aumento na lipolise basal deste tecido, porém
houve aumento no tamanho do adipdcito retroperitoneal. Como discutido anteriormente
para o grupo controle (ROP), pode-se supor que a reducdo do tamanho dos adipécitos
epididimais nestes dois grupos (COP e HOP) esta relacionada com a menor capacidade
“tamponante” de lipidios nestes tecidos. Como visto na figura 6, os animais do grupo
HOP também estavam intolerantes a glicose, um quadro caracteristico de resisténcia a
insulina. Portanto, € provavel que os adipdécitos epididimais, que também apresentaram
aumento na lipolise, ndo estejam respondendo tdo bem a insulina, mesmo em

concentracdes mais elevadas deste hormonio. Os acidos graxos liberados através da
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lipdlise fluem para outros tecidos, aonde podem ser captados e estocados novamente
como triacilglicerol, contribuindo para a lipotoxicidade associada com a resisténcia a
insulina. Realmente, analisando a figura 9, encontra-se maior depdsito de triacilglicerol
hepatico no grupo HOP do que nos animais do grupo ROP, talvez decorrente deste
maior fluxo de acidos graxos a partir do tecido adiposo.

Por outro lado, ha o fato de que o Oleo de peixe é capaz de aumentar a
expressao de enzimas envolvidas na (-oxidagao, principalmente por estimular PPAR-a
no figado, embora tecido adiposo e musculo esquelético também possam utilizar acidos
graxos como fonte de energia, enquanto regula para baixo a expressdo de enzimas
envolvidas na lipogénese hepatica, principalmente por meio de SREBP1c (BJJRNDAL
et al., 2011). PPARYy, que é altamente expresso no tecido adiposo obeso e apresenta
funcdo lipogénica, também pode estar sendo regulado pelos &cidos graxos émega 3.
YAMAUCHI et al. (2001) observaram melhora na obesidade e diabetes tipo 2 em
camundongos submetidos a dieta hiperlipidica, apods inibicdo de PPARYy.

Interessantamente, o tecido adiposo retroperitoneal mostrou resultados
diferenciados. No grupo HOP, houve aumento tanto da massa de tecido adiposo
retroperitoneal (Tabela 5) quanto do tamanho destas células (Tabela 6). Ensaios de
lipdlise ndo foram feitos para este tipo de tecido adiposo, portanto € dificil associar
estes eventos. Assim, observa-se respostas diferenciadas que se ddo em parte, pelas
diferencas metabdlicas entre os dois tecidos. Sabe-se que adipdcitos epididimais
possuem maior atividade metabdlica, principalmente por possuirem maior quantidade
de mitocondrias, que condiz com esta maior atividade. Além disso, depdsitos viscerais
também possuem maior expressdo de RNAm de ppar-y e srebplc (BJZRNDAL et al.,
2011; VIDAL-PUIG et al., 1997). Porém, seguindo a linha de raciocinio anterior, 0 maior
didmetro destas células estaria relacionada com menor lipdlise e, portanto maior
responsividade a insulina. Isto precisaria ser verificado, pois diferengas metabdlicas

entre os depadsitos podem abolir esta idéia.
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Pelas figuras 8 e 9 pode-se observar que a ragdo rica em carboidratos (C)
promoveu deposic¢ao de colesterol e triacilglicerol hepatico, enquanto racao hiperlipidica
(HFD) resultou em deposicéo de triacilglicerol hepatico, somente.

YANG et al. (2012) mostraram que camundongos recebendo racdo rica em
lipidios (21,2%) e carboidratos (49,1%) desenvolveram ganho de peso e esteatose
hepética apés 2 semanas na dieta. Ainda, OBICI et al. (2012) demonstraram aumento
progressivo na producdo hepatica de glicose a partir de substratos nao-glicogénicos
(lactato, glicerol, alanina e glutamina) 7, 14, 56 e 56 dias, respectivamente apés a
introducéo de dieta hiperlipidica (36g/100g de gordura) em camundongos.

Elevado consumo de a&acidos graxos saturados sdo capazes de causar
superexpressao da enzima lipoproteina lipase acarretando maior estoque intracelular
de triacilglicerdis no musculo esquelético e figado (YANG et al., 2012). Ainda, dietas
hipercaldricas sdo capazes de aumentar os niveis de RNAm de genes do SREBP1c
(proteinas ligadoras do elemento regulatério esterol), o qual participa da regulagdo da
sintese de acidos graxos por aumentar a expressdo de enzimas lipogénicas, como a
acetilCoa carboxilase e acido graxo sintase, além de ser o principal mediador da acao
da insulina na enzima glicoquinase (HORTON et al., 2002; DENTIN et al., 2005).
SREBPI1c é regulado de 3 maneiras, uma delas € pela insulina, outra € pelo glucagon e
pelos receptores ativados por X hepatico (LXR) (HORTON et al., 2002). LXR promove
lipogénese por ativagdo do promotor de SREBP1c (TONTONOZ & MANGELSDORF,
2003).

E reconhecido, também que glicose e frutose, em racées ricas em sacarose, séo
estimuladores de SREBP1c, além da glicose atuar aumentando a atividade
transcricional de LXR (receptor hepatico X). A proteina ligadora do elemento de
resposta ao carboidrato (ChREBP) representa também possivel mecanismo pelo qual a
glicose atua aumentando a transcricdo de genes lipogénicos, ja que ChREBP atua no
promotor da acido graxo sintase e acetilCoa-carboxilase (YANG et al., 2012; DENTIN et
al., 2005).

Além disso, a ativacdo de PPARYy esta associado com esteatose hepética. YANG
et al. (2012) mostraram que racdo rica em lipidios e carboidratos promove maior

expressdo do RNAm do PPARy nos hepatécitos. Isto pode explicar 0s nossos
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resultados de elevada lipogénese hepética associada com adiposidade em animais
recebendo racao hiperlipidica e rica em carboidratos.

Resisténcia hepética a insulina é caracterizada por aumentada gliconeogénese.
Esta consiste da producao de carboidratos através de moléculas ndo-carboidratos, tais
como alanina, glicerol e lactato. O processo gliconeogénico é estritamente regulado e
contribui para o controle do metabolismo da glicose. Dietas hiperlipidicas podem
promover resisténcia a insulina de varias maneiras, sendo que acidos graxos livres,
originados de dietas hiperlipidicas, sdo potentes ativadores do processo inflamatorio,
através de sua ligagdo aos receptores Toll-like, assim estimulando citocinas pro-
inflamatorias. Isto contribui para o desequilibrio na acdo da insulina em varios tecidos,
incluindo o figado. Insulina promove a ativacdo de uma cascata de sinalizacao
envolvendo a enzima fosfatidil-inositol-3-quinase (PI13K) e proteina quinase B (Akt) que
resulta em regulacdo “pré baixo” nas concentracdes das enzimas taxa-limitante da
gliconeogénese (WHITEMAN et al.,, 2002). Na situacdo de resisténcia hepética a
insulina, observa-se menor atividade da via da PI3K/Akt com maior estimulo de enzimas
gliconeogénicas, tais como fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK), que catalisa a
etapa inicial do processo e glicose-6-fosfatase (G6Pase) que catalisa a etapa final,
assim promovendo aumento do processo gliconeogénico (MENG et al., 2013). Além da
ativacdo, através dos proprios acidos graxos, da enzima glicoquinase, que participa da
sintese de glicogénio (HORTON et al.,, 2002). Os animais no presente estudo
alimentados com dieta hiperlipidica desenvolveram acumulo de glicogénio hepatico
(figura 10). Os tratamentos com O6leo de peixe e metformina ndo alteraram o0s
parametros de depdsito de triacilglicerol e glicogénio hepatico. HIRAKO et al. (2011)
encontraram reducdo do contetudo de triacilglicerol e colesterol total hepatico apés
suplementacédo da dieta rica em colesterol com 6leo de peixe, durante 8 semanas, além
da reducado dos niveis de RNAm hepatico da &cido graxo sintase (FAS) e aumento da
expressdo génica hepatica de genes envolvidos com a (-oxidacdo de acidos graxos.
Este efeito do 6leo de peixe sera discutido de modo mais detalhado adiante.

De modo inesperado, a associacdo de metformina com oleo de peixe (HOPMET)
nos animais recebendo racdo hiperlipidica causou aumento dos adipdécitos

retroperitoneais quando comparado aos animais tratados somente com metformina
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(HFDMET). Pode-se considerar que o efeito do 6leo de peixe se sobressai. Por outro
lado, 6leo de peixe como unico tratamento também néo foi capaz de melhorar o estado
geral de intolerancia a glicose dos animais. Isto pode ser observado pela area sob a
curva (AUC) e insulinemia que ndo foram modificadas, pela massa do tecido adiposo
retroperitoneal que foi aumentado e a lipdlise, a qual ndo foi alterada quando
comparada ao grupo HFD. Assim, pode-se supor que a presenca de 6leo de peixe nos
animais alimentados com ragéo hiperlipidica tem efeitos limitados.

Os efeitos do Oleo de peixe na prevencdo da resisténcia a insulina sdo bem
caracterizados, porém seu efeito na reversdo de quadro pré-estabelecido € inconclusivo
(MUURLING et al., 2003). Oleo de peixe foi capaz de reduzir a massa de tecido adiposo
epididimal e retroperitoneal (CAMPBELL; BELLO, 2012) talvez por reducéo do depésito
de gordura nestas células (PARRISH et al., 1990), ocasionada pela alteracdo da
expressao génica lipogénica que estes acidos graxos acarretam (CUNANNE et al.,
1986). Resisténcia a insulina pode ocorrer em diversos tecidos, como figado, tecido
adiposo e musculo esquelético, ja que estes sdo locais para a a¢do da insulina (KOPAL
et al., 2013). Assim, o efeito dos acidos graxos 6mega 3 na prevencao da resisténcia a
insulina ocorre em todos estes tecidos. No tecido adiposo, apos sua ligagédo ao receptor
acoplado a proteina G (GPR) ocorre aumento da captacdo de glicose nos adipdcitos
através da maior translocacdo de GLUT4 para a membrana plasmatica (OH et al.,
2010), associado com inibicdo da via de sinalizacdo do NFkB (KALUPAHANA et al.,
2011), além da maior secrecao de adiponectina, um ativador do PPARy (NESCHEN et
al., 2006). No mausculo esquelético, o principal efeito consiste em reduzir as
concentracdes de ceramidas, que sabe-se estdo relacionadas a menor sensibilidade a
insulina (ADAMS et al., 2004; LEE et al., 2006). Enquanto no figado, o efeito dos acidos
graxos dmega 3 resulta de menor lipogénese pela reducéo da atividade de SREBP1c e
aumento da [(-oxidagdo (YOSHIKAWA et al.,, 2002). Entretanto, a maioria dos
resultados mostrando efeitos benéficos do 6leo de peixe resulta de experimentos
preventivos, enquanto pouco se sabe sobre os efeitos de tratamento do 6leo de peixe.
Ainda, sera que os efeitos do 6leo de peixe se mantém frente a dietas hiperlipidicas?

HOLNESS et al. (2004) encontraram que enriquecimento agudo (24 horas) de

dieta hiperlipidica com &cidos graxos 6mega 3 resultou em reducdo da hiperinsulinemia
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sem melhora no quadro de resisténcia a insulina, efeito considerado diabetogénico
pelos autores. OOSTERVEER et al. (2009) apresentaram dados indicando
potencializacdo da resisténcia a insulina por Oleo de peixe adicionado na dieta
hiperlipidica (60kcal% de gordura) em camundongos durante 6 semanas. Este estudo
encontrou que 6leo de peixe promoveu ganho de peso adicional, maior oxidacdo de
gordura em detrimento aos carboidratos (maior razao gordura-carboidrato) associados
com reducdo do clearence de glicose estimulado por infusdo continua de insulina,
embora tenham encontrado aumento na concentracdo plasmatica de adiponectina. E
possivel que em dietas com grandes quantidades de lipidios, obtidos de gordura de
origem animal, 6leo de peixe ndo consiga executar seus efeitos e, muitas vezes possa
ter efeitos indesejaveis. O plano de fundo da dieta dos animais afeta de diversos modos
o efeito das intervenc¢des, sendo importante considera-las.

Assim, o presente estudo demonstra que Oleo de peixe isoladamente ndo traz
beneficios no metabolismo da glicose, como observado pela manutengcédo de quadro de
resisténcia a insulina, em animais submetidos a ragcdo hiperlipidica. Inclusive, a
associacdo do Oleo de peixe com o farmaco metformina acarretou piora do quadro de
resisténcia a insulina, principalmente pela reversao dos efeitos benéficos da metformina
isoladamente (melhora da insulinemia).

Por outro lado, nos animais recebendo racdo rica em carboidratos (COP), 6leo
de peixe teve efeitos diferentes. De modo geral, os animais recebendo esta racdo nao
desenvolveram intolerancia a glicose, embora tenha havido ganho de massa corporal.

A inflamacdo possui importante papel no desencadeamento da resisténcia a
insulina, tanto sistémica quanto aquela que ocorre no tecido adiposo. Considera-se que
a ligacdo entre obesidade e resisténcia a insulina seja o processo inflamatério. Esta
inflamacdo crbénica afeta diversos tecidos envolvidos no metabolismo energético,
principalmente o tecido adiposo. Sabe-se que o tecido adiposo de animais obesos
expressa maiores concentracdes de moléculas pro-inflamatérias, tais como TNF-a e IL-
6 (WELLEN; HOTAMISLIGIL, 2003). Este processo inflamatoério € visto como
mecanismo de defesa contra a resisténcia a insulina induzida pela obesidade e se
caracteriza por processo cronico, de baixa intensidade, considerado como meta-

inflamacao por ndo envolver os sinais cardinais classicos do processo inflamatorio. Os
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processos exatos que iniciam este mecanismo inflamatério ndo sédo bem estabelecidos,
mas podem envolver o estresse do reticulo endoplasmético e a hipdxia do tecido
adiposo em expansao, entre outros (SALTIEL, 2012).

Embora os adipdcitos possam atuar como fonte de citocinas pro-inflamatorias, é
provavel que a principal fonte localize-se no estroma vascular do tecido adiposo (FAIN
et al., 2003). Alem de adipdcitos, o tecido adiposo é formado por fibroblastos e células
imunitarias. O papel metabdlico deste tecido € bem conhecido, porém pouco se sabe
sobre seu papel no processo inflamatorio. Estudos anteriores confirmaram a
participacdo de macréfagos do tecido adiposo na geracdo de moléculas pro-
inflamatdrias em animais obesos (XU et al., 2003). Porém, tem-se demonstrado que as
células responséaveis pelo recrutamento destes macrofagos sdo os linfocitos T
(NISHIMURA et al., 2009). Ainda existe controvérsia com relacdo ao tipo de linfocito T
gue recruta estes macréfagos. Nosso estudo mostrou que ha variagbes com relagcédo ao
papel desempenhado por cada tipo celular, dependendo do tipo de tecido adiposo e da
composicao da racao utilizada.

No presente estudo, ndo foram observadas diferencas nas concentracdes
plasméaticas das citocinas avaliadas, TNF-a (figura 12) e adiponectina (figura 13), com
relacdo as diferentes racdes. Correlacdes positivas séo feitas com respeito as elevadas
concentracdes de citocinas inflamatérias (TNF-a e IL6) e caracteristicas da sindrome
metabdlica, como disfuncéo endotelial e resisténcia a insulina (WAJCHENBERG et al.,
2009). Nossos dados néo apresentaram modificacbes nestes parametros. PETERSEN
et al. (2004) ndo encontraram diferencas nas concentragdes plasmaticas de TNF-q, IL6
e adiponectina em filhos de diabéticos tipo 2 resistentes a insulina. Talvez, a inflamacéo
nao seja a primeira etapa que leva a resisténcia a insulina na obesidade. Ela pode atuar
como consequéncia, mais do que causa. Como observado por SALTIEL (2012),
inflamac&o pode atuar como mecanismo de defesa contra obesidade e resisténcia a
insulina. Embora citocinas proinflamatorias tenham papéis bem estabelecidos como
indutores de resisténcia a insulina, principalmente por afetarem, negativamente, a via
de sinalizacdo da insulina em tecidos-alvo, pouco é comentado sobre seu papel
benéfico. O proprio TNF-a poderia atuar no controle energético, sendo que esta citocina

pode promover resisténcia a insulina no tecido adiposo, porém pode ser insuficiente
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para causar resisténcia a insulina sistémica (YE; McGUINNESS, 2013). Isso fica
evidente no estudo de XU et al. (2002) que ao utilizarem camundongos transgénicos
com expressao de TNF-a transmembrana exclusiva no adipdcito observaram redugao
da massa de gordura, porém ndo levou a resisténcia a insulina, sendo que as
concentracdes de insulina plasmética nestes animais foram menores do que a dos
animais controle. Pode-se explicar este resultado através da percepcdo de que a
atividade catabolica estimulada por esta citocina, observada pelo reduzido tamanho da
massa de gordura, talvez como resultado de maior lipolise em adipdcitos resistentes a
insulina limita o efeito armazenador de lipidios e a expansao do adipécito, o que poderia
acarretar em maiores respostas inflamatorias. Portanto, inflamacéo possui papéis ainda
controversos na obesidade e resisténcia a insulina.

Oleo de peixe foi capaz de reduzir a concentracdo plasmatica de TNF-a em
animais recebendo racdo hiperlipidica (HOP). Interessantemente, isto néo foi
acompanhado de melhoras na homeostasia glicémica. MUURLING et al. (2003)
encontraram reducdo das concentragdes da proteina TNF-a no tecido adiposo branco
de camundongos apos dieta hiperlipidica enriquecida com 0Oleo de peixe, porém isto
ndo foi acompanhado de melhora na sensibilidade a insulina destes animais, como ja
citado acima. Quando se associa metformina e 6leo de peixe (HOPMET) € observado
aumento na concentracdo de TNF-a quando comparado ao grupo HOP, portanto efeito
do farmaco e, por outro lado aumento de adiponectina quando comparado ao grupo
HFDMET, efeito do 6leo de peixe. O aumento na concentracdo de adiponectina é
desejavel, em vista de seus efeitos na melhora da sensibilidade a insulina, através de
reducdo da gliconeogénese, aumento na captacdo de glicose e aumento da oxidac&o
de acidos graxos livres (TILG; MOSCHEN, 2006). NESCHEN et al. (2006) mostraram
gue camundongos recebendo racdo enriquecida com Oleo de peixe (27%)
apresentaram 2,7 vezes aumento na concentracdo plasmatica de adiponectina dentro
de 15 dias, quando comparados a de animais recebendo dieta contendo 27% de 0Oleo
de girassol. Interessantemente, estes autores também demonstraram que esta
elevacéo foi independente de PPARQ, pois ao utilizarem camundongos deficientes em
PPARaq, dieta com 14,5% de 0Oleo de peixe por 15 dias resultou em similar concentragédo

de adiponectina nestes animais. Entretanto, se um antagonista de PPARYy ¢ adicionado,
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este efeito do Oleo de peixe é anulado, mostrando um mecanismo dependente de
PPARy. De fato, PPARy possui reconhecido efeito de promover aumento de
adiponectina. Como &cidos graxos dmega-3 sédo ligantes de PPARYy, pode-se supor que
seja por este mecanismo que 6leo de peixe aumente adiponectina.

Dentre as varias tentativas de relacionar inflamagéo e resisténcia a insulina
periférica, postulou-se que a infiltracdo de células imunitarias no tecido adiposo ocorre
através do excesso de nutrientes dietéticos e é responséavel pelo processo inflamatdrio
cronico associado com a obesidade (FLOCK et al., 2013). Racdes hiperlipidicas estédo
relacionadas com deposicao de macrofagos CD11c positivos (M1) no tecido adiposo e,
consequente reducdo de macréfagos CD206 positivos (M2) (FUJISAKA et al., 2011,
LUMENG et al., 2007; TODORIC et al., 2006). Isto & asssociado com aumento da
expressao de citocinas pré-inflamatoérias, como TNF-a, IL6 e MCP-1 (NICKELSON et
al., 2012) e das concentragfes protéicas de mediadores das vias inflamatorias, como
da quinase N-terminal de c-jun (JNK) e NFkB (HERAS et al., 2013; HIROSUMI et al.,
2002) os quais reduzem o metabolismo da glicose por afetar a via de sinalizacdo da
insulina e acarretam resisténcia a insulina.

Assim, o proximo passo foi avaliar a infiltracdo de células imunitarias (linfocitos T
e macrofagos) em dois tipos de tecido adiposo, o epididimal e o retroperitoneal. Pouco
se sabe sobre as influéncias de dietas com diferentes composi¢bes e do papel de
tecidos adiposos diferentes sobre os efeitos finais do 6leo de peixe na inflamacao do
tecido adiposo. Além disso, menos ainda € conhecido com relacdo ao papel da
metformina isoladamente ou em associacdo com 6leo de peixe neste processo.

Com relacdo ao tecido adiposo epididimal, a suplementacdo com 0Oleo de peixe
em animais alimentados com dieta regular (ROP) resultou em aumento dos linfécitos T
CD4 (figura 16), que foi acompanhado de aumento na razdo CD4/CD8 (Figura 14).
Além disso, houve reducéo da razdo CD11c/CD206 (Figura 15), indicando reducdo no
numero de células positivas para CD11c (M1). Este resultado ndo ocorreu no tecido
adiposo retroperitoneal, com relagcdo ao grupo ROP. Estudos tém apontado a
importancia de linfécitos T no recrutamento de macréfagos para o tecido adiposo
(NISHIMURA et al., 2009; KINTSCHER et al., 2008). Porém, pouco se sabe sobre o

papel de cada subtipo de linfocito T neste processo. O resultado descrito acima para o
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grupo ROP no tecido adiposo epididimal demonstra a habilidade antiinflamatéria do
Oleo de peixe em dieta normocal6rica, pois através do aumento de linfécitos T CD4
ocorreu redugdo de macréfagos M1 pré-inflamatorios (CD11c).

Linfocitos T CD4 podem se diferenciar em Thl (produzindo citocinas proé-
inflamatorias, como IFN-y) ou Th2 (produzindo citocinas anti-inflamatorias, como I1L10)
(STRISSEL et al., 2010; LOLMEDE et al., 2011). STRISSEL et al. (2010) demonstraram
polarizacdo Thl de linfocitos no tecido adiposo de camundongos alimentados com dieta
hiperlipidica, coincidindo com o recrutamento de macréfagos M1. No presente estudo,
como o0 aumento de células positivas para linfocitos T CD4 foi associado a reducao de
macrofagos M1 (pré-inflamatorios), pode-se supor que o 6leo de peixe, neste tecido e
nesta ragdo, foi capaz de aumentar linfoécitos T CD4 Th2. Estudos mais especificos
sobre os subtipos de linfécitos T envolvidos sdo necessarios.

De maneira interessante, suplementacdo com Oleo de peixe em animais
alimentados com racédo hiperlipidica (HOP) acarretou em efeito oposto ao observado
para o grupo ROP, no tecido adiposo epididimal. Neste caso, houve amento no nimero
de células positivas para CD11c (Figura 15), porém sem alteragdo na razao
CD11c/CD206. Metformina, isoladamente, n&o alterou a infiltracdo das células
imunitarias, embora tenha havido tendéncia em reduzir a razdo CD11c/CD206 (figura
17). Oleo de peixe, em associagdo com metformina acarretou aumento no nimero de
células positivas para CD1lc (Figura 15) acompanhado de aumento na razao
CD11c/CD206, quando comparado ao grupo HFDMET, indicando efeito do 6leo de
peixe. N&o foi observada alteracao nos linfécitos (Figura 14).

Este efeito, a principio, representa efeito pro-inflamatério, sendo que o 6leo de
peixe se sobressai e abole o efeito da metformina, pelo menos nesta ragéo
(hiperlipidica) e neste tecido, epididimal. Como dito anteriormente, dietas hiperlipidicas
sdo associadas com a deposicdo de macrofagos do tipo M1 (com caracteristicas proé-
inflamatdrias) no tecido adiposo, principalmente devido a polarizacdo de M2 para M1.
Entretanto, fatores como a presenca de linfécitos T estdo relacionados com esta
polarizacdo de macréfagos. Porém, o subtipo de célula T envolvida ndo esta claro e
nem como estes linfocitos sdo recrutados para o tecido adiposo. Interessante estudo

mostrou que a ativacdo do chamado “inflamassoma” NLRP3 (familia contendo dominio
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pirina, rico em leucina e ligadora de nucleotidio), que funciona como sensor das ceélulas
imunitarias, pode ser o passo inicial para o recrutamento de linfocitos e macrofagos
para o tecido adiposo, iniciando uma cascata de eventos pré-inflamatorios através da
liberagcdo de citocinas IL1B e IL18. E postulado que a ativagdo deste inflamassoma
pode induzir um perfil pré-inflamatorio Thl no tecido adiposo (VANDANMAGSAR et al.,
2011). Nosso resultado mostra que o 6leo de peixe ndo conseguiu promover resposta
antiinflamatéria no tecido adiposo epididimal de animais submetidos a dieta
hiperlipidica, na verdade potencializando o perfil pro-inflamatério.

Por outro lado, no tecido adiposo retroperitoneal, ragdo hiperlipidica
isoladamente (HFD) resultou em reducdo da razdo CD4/CD8 (Figura 16) quando
comparado ao grupo R. Oleo de peixe (HOP) reduziu a razdo CD4/CD8 comparado ao
grupo HFD, embora nédo tenha sido estatisticamente significante. O mesmo vale para a
razdo CD11c/CD206 (Figura 17). Claramente, observa-se que os efeitos do oOleo de
peixe variam, de acordo com a racao utilizada e tipo de tecido adiposo analisado, ndo
sendo prudente afirmar que os efeitos do Oleo de peixe sdo sempre antinflamatorios.

Algo que se pode notar pelas figuras 13, 15, 16 e 17 € que a reducgéo de células
positivas para CD11c € acompanhada pelo aumento de células positivas para CD4 e,
ainda que no tecido adiposo retroperitoneal dos animais sob dieta hiperlipidica houve
reducao de células positivas para CD4.

A inflamacéo do tecido adiposo obeso foi primeiro observada pela deteccdo de
maior expressao de TNF-a no tecido adiposo de animais obesos, por HOTAMISLIGIL et
al. (1993). Apods isto, foi mostrado que células imunitarias infiltram o tecido adiposo
obeso. Entretanto, ainda permanece obscuro o entendimento de como é a interligacdo
entre células imunitérias na inflamacéo deste tecido. Como elas séo recrutadas? Quais
células sdo as primeiras a infiltrarem o tecido? Quais fatores liberados pelo tecido
adiposo atraem estas ceélulas? De que modo a infiltracdo de células imunitarias no
tecido adiposo acarreta resisténcia a insulina em outros tecidos, tais como musculo
esquelético e figado? E por fim, tipos diferentes de tecido adiposo apresentam perfis
diferentes de células imunitarias? Muitas questdes ainda ndo estao respondidas.

Entretanto, muitas pesquisas estdo sendo conduzidas para responder estas

guestdes, inclusive o presente estudo. Aqui, foi apresentado que o tecido adiposo
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retroperitoneal obeso teve menos ceélulas T CD4 positivas (Figura 16). De fato, foi
mostrado por NISHIMURA et al. (2009) que a infiltracdo de linfécitos T CD8 positivos no
tecido adiposo epididimal € o evento primério durante o desenvolvimento de obesidade
induzida por dieta hiperlipidica em camundongos, por meio de analises temporais,
seguida da infiltracdo de macréfagos. Estes autores ndo encontraram modificacdo no
namero de células positivas para CD4 e CD8 no tecido adiposo subcutaneo. Ainda,
para melhorar a correlacdo clinica os autores avaliaram o tecido adiposo subcutaneo
humano e encontraram maior expressdo do marcador CD8 nos individuos obesos.
KINTSCHER et al. (2008) demonstraram que linfécitos T foram primeiramente
recrutados no tecido adiposo gonadal em camundongos submetidos a dieta
hiperlipidica ap6s 5 semanas nesta dieta, por meio de imunohistoquimica. Por outro
lado, macréfagos somente foram detectados apds 10 semanas. Estes autores
afirmaram que macréfagos ndo devem participar da reducdo na resposta a insulina no
camundongo obeso, pois na semana 5 estes animais ja apresentavam intolerancia a
glicose, mesmo sem infiltragdo de macrofagos. Eles ndo definiram subtipos de linfocitos
T nos camundongos.

Nosso resultado demonstrou reducdo na razdo CD4/CD8 nos animais obesos
(Figura 16), que poderia indicar maior namero de linfécitos T CD8 positivos em relagdo
aos linfécitos T CD4. Porém, STRISSEL et al. (2010) mostraram que linfocitos T CD4
polarizados para Thl contribuem para inflamacédo e resisténcia a insulina associada a
obesidade. Por meio dos estudos citados, espera-se que na obesidade ocorra aumento
precoce de linfécitos positivos para CD8 ou CD4 polarizados para Thl, os quais
apresentam maior perfil pré-inflamatorio, sendo responsaveis pelo recrutamento de
macrofagos.

Em individuos magros e sensiveis a insulina, a porcentagem de macrofagos no
tecido adiposo é pequena, sendo em sua maioria do tipo M2. Apos dieta rica em lipidios
ocorre mudanca da polarizagdo destas células, as quais se tornam predominatemente
do tipo M1. N&o esta claro o mecanismo exato desta mudanca de polarizagdo, mas 0s
linfocitos apresentam papel importante. Linfocitos e macrofagos comunicam-se por
meio de citocinas e promovem resposta orquestrada contra patdgenos. O mesmo

raciocinio pode ser colocado para a interrelacdo destas células no tecido adiposo.



88

Macréfagos proinflamatoérios séo ativados por citocinas liberadas por linfocitos T CD4
Thl, como o IFN-y, enquanto os macrofagos M2 sdo ativados por citocinas liberadas
por linfécitos T CD4 Th2, como IL4. J& foi demonstrado acima que tanto linfocitos T
CD8 como linfocitos T CD4 Thl promovem recrutamento de macrofagos para o tecido
adiposo (DALMAS et al., 2011; FUJISAKA et al., 2009; LOLMEDE et al., 2011).

De fato, tem-se postulado também que o préprio tecido adiposo possui papel
importante no recrutamento de células imunitarias. No tecido adiposo obeso, a
hipertrofia dos adipocitos resulta em reduzido fluxo sanguineo para determinadas
regides, isto promove a morte de adipdécitos por hipoxia. Este processo acarreta a
liberacdo de fatores, como leptina, as quais levam ao recrutamento de macrofagos.
Assim, foi detectado que estes macrofagos formam estruturas ao redor de adipdcitos
mortos. Ainda, aumento de acidos graxos saturados, seja por dieta hiperlipidica ou pela
aumentada lipdlise, resulta em interacdo destes &cidos graxos com receptores de
reconhecimento padréo (TLR4), que também estdo envolvidos no recrutamento de
macrofagos, principalmente por liberar citocinas pro-inflamatorias. Esta dltima interagédo
resulta na polarizacdo de macrofagos em M1. O mecanismo exato que explica a troca
fenotipica dos macréfagos (polarizacdo M1/M2) é complexa. O principal determinante &
0 microambiente que envolve estas células. Assim, dietas hiperlipidicas resultam em
polarizacdo M1, principalmente pelo mecanismo descrito acima envolvendo o receptor
TLR4. Entretanto, a familia de receptores ativados pelo proliferador de peroxissomos
(PPAR) desempenha fungbes importantes. Quando PPARy € ativado ocorre
polarizacdo M2, talvez em virtude da redistribuicdo de lipidios dentro dos adipécitos ou
por meio do aumento dependente de PPARY na producéo e secrecdo de adiponectina,
a qual também é considerada fator importante na polarizagdo de macréfagos em M2.
Além da presenca de subtipos de linfocitos e das citocinas que eles liberam, como
explicado acima (LOLMEDE et al., 2011; SHI et al., 2006; TRAYHURN et al., 2008;
WANG et al., 2008; RAUSCH et al., 2008; OHASHI et al., 2010; ODEGAARD et al.,
2007; COENEN et al., 2009). Muitas sdo as maneiras de intervencao neste processo,
na tentativa de favorecer polarizacdo M2.

Oleo de peixe foi capaz de aumentar células positivas para CD4 (Figura 14), ao

mesmo tempo que reduziu a razdo CD11c¢/CD206 (Figura 15) no tecido adiposo
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epididimal, nos animais com racdo regular. Aqui, pode-se supor que 6leo de peixe
exerceu efeito benéfico, por reduzir a infiltracdo de macréfagos M1. Diversos sdo 0s
mecanimos propostos para a melhora do processo inflamatdrio desencadeada pelos
acidos graxos 6mega 3. Dentre estes, a ativacdo de receptor acoplado a proteina G
(GPR), mais especificamente GPR120, ocasionando inibicdo da via do NFkB e JNK, o
gue é suportado pela auséncia destes efeitos em animais deficientes em GPR120 (OH
et al., 2010). De outro modo, a ativagdo de PPARYy é responsavel pela maior producéo
de adiponectina, reconhecidamente antiinflamatoria e sensibilizadora da insulina
(NESCHEN et al., 2006; SIRIWARDHANA et al., 2013). FORYST-LUDWIG et al. (2010)
demonstraram que camundongos alimentados com dieta hiperlipidica por 10 semanas
apresentaram reducdo da infiltracdo de linfécitos apds tratamento com agonista de
PPARYy, rosiglitazona. E dificil avaliar a importancia de cada subtipo de linfocito (Th1 ou
Th2) na inflamacdo associada a obesidade, sendo possivel que a ativacdo de PPARy
possa atuar de modo antiinflamatorio, através da producdo de adiponectina,
promovendo polariza¢éo de linfocitos em Th2.

Pode-se supor, pelas figuras 14 e 15 que ao promover aumento de linfécitos
positivos para CD4, dleo de peixe (ROP) pode ter aumentado linfocitos T CD4 Th2, os
guais por meio de citocinas com menor perfil pro-inflamatério resultou na reducéo de
macrofagos M1, como evidenciado pela reducdo da razdo CD11c/CD206. Por outro
lado, na dieta hiperlipidica o efeito foi oposto, com aumento no numero de macrofagos
M1, inclusive ap0s associacdo de Oleo de peixe e metformina. No ultimo caso, 6leo de
peixe ndo foi capaz de reduzir a infiltracdo de células com caracteristicas pro-
inflamatadrias no tecido adiposo epididimal. Assim, observa-se que 6leo de peixe possui
efeitos diferenciados quando adicionado a dieta de animais submetidos a ra¢cdes com
diferentes composicoes.

Em resumo, animais submetidos a racao hiperlipidica tornaram-se resistentes a
insulina, como pdde ser observado pelo acumulo de glicogénio hepatico e maior taxa
lipolitica no tecido adiposo epididimal. Suplementacdo com 0leo de peixe isoladamente
ndo promoveu melhoras na resisténcia a insulina. Metformina, isoladamente acarretou

melhoras importantes, tais como reducdo da insulinemia e aumento da resposta
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lipolitica do tecido adiposo a adrenalina. Associacdo de 6Oleo de peixe e metformina
reverteu os efeitos benéficos obtidos com metformina apenas.

Obtencao do perfil de acidos graxos dos dois tecidos adiposos é uma maneira de
tentar entender a auséncia de efeitos do 6leo de peixe nos animais sob dieta
hiperlipidica. Serd que Oleo de peixe apresenta efeitos limitados em animais com
excesso de 4cidos graxos saturados na dieta?

Por meio das tabelas 7 e 6 pode-se observar que a incorporagédo de EPA e DHA
ndo foi igual para os dois tecidos. No tecido adiposo epididimal de animais
suplementados com Oleo de peixe e sob racdo regular (ROP) houve melhor
incorporacdo de EPA e DHA do que no tecido adiposo retroperitoneal. Isto resultou em
maior indice de insaturacdo para o primeiro tecido, sendo que houve reducdo
concomitante na porcentagem de &cidos graxos saturados (laurico e esteérico). Pode-
se extrapolar este resultado para o maior efeito do 6leo de peixe na infiltracdo de
células imunitarias no tecido adiposo epididimal, efeito este considerado benéfico. Nao
houve, por outro lado, efeito no tecido adiposo retroperitoneal. Com relacdo aos animais
alimentados com racao rica em carboidrato, a incorporacdo de EPA e DHA também foi
melhor no tecido adiposo epididimal quando comparado ao retroperitoneal. No primeiro
tecido, houve aumento do indice de insaturacdo quando comparado ao grupo C,
enguanto no retroperitoneal houve reducdo deste indice talvez porque houve reducao
também da porcentagem de acido araquiddnico. Animais alimentados com racéo
hiperlipidica apresentaram tecidos adiposos com menor indice de insaturacdo, embora
ndo possuindo grandes quantidades de acidos graxos saturados, houve reducdo de
acido linoléico e linolénico. O tecido adiposo epididimal destes animais apresentou
maior taxa lipolitica do que a dos animais do grupo R e pior resposta frente ao estimulo
com adrenalina, além do estado geral de resisténcia a insulina destes animais. Pode-se
supor que a maior lipdlise deste tecido no estado basal contribua para o efeito gerador
de inflamagédo e resisténcia a insulina destes animais por meio da interacdo com
receptores TLR4, embora ndo se tenha observado grandes alteracdes no perfil
inflamatorio geral dos animais, somente resisténcia a insulina. Como dito anteriormente,

inflamacao ndo € necessariamente o0 evento primario na resisténcia a insulina.
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Novamente, EPA e DHA obtiveram melhor incorporacdo no tecido adiposo
epididimal do grupo HOP que apresentou maior aumento do indice de insaturacao.
Entretanto, esta incorporagao foi muito menor do que nos grupos ROP e COP. De fato,
com respeito a infiltracdo de células imunitarias, a resposta do tecido adiposo epididimal
do grupo HOP ndéo foi benéfica como no grupo ROP, sendo observado aumento de
macrofagos M1. Metformina, isoladamente, promoveu melhora na incorporagédo de EPA
e DHA nos dois tecidos, aumentando o indice de insaturacédo, sendo melhor no tecido
adiposo retroperitoneal. J& a associacdo de 6leo de peixe e metformina ndo promoveu
incorporacéo suficiente para sobrepujar a metformina apenas. Assim, a baixa taxa de
incorporacdo de EPA e DHA nos tecidos adiposos dos animais sob racéo hiperlipidica

pode explicar a baixa eficacia do 6leo de peixe nos grupos.
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7 CONCLUSAO

Neste estudo demonstrou-se que Oleo de peixe, isoladamente ou em associacao
com metformina, ndo foi capaz de reverter quadro pré-estabelecido de resisténcia a
insulina. Racao rica em carboidratos foi capaz de promover lipogénese hepatica, porém
ndomacarretou acumulo de glicogénio hepatico. A ragdo hiperlipidica promoveu
acumulo de triacilglicerol hepatico em associacdo com acumulo de glicogénio hepatico,
indicando possivel resisténcia a insulina hepética. Ragado hiperlipidica, embora tenha
acarretado resisténcia a insulina sistémica, ndo causou inflamacéo sistémica. Oleo de
peixe foi capaz de reduzir a concentracdo de TNF-a em animais alimentados com ragao
hiperlipidica. Entretanto, associacdo de 0leo de peixe e metformina reverteu os efeitos
do 6leo de peixe na concentragdo de TNF-a. A associacdo de o6leo de peixe e
metformina promoveu aumento na concentracdo de adiponectina, quando comparado
ao grupo que recebeu somente metformina, assim indicando efeito do 6leo de peixe em

aumentar a concentragdo desta adipocina.

Os animais resistentes a insulina, alimentados com racéo hiperlipidica, além de
ndo desenvolver inflamagdo sistémica, também ndo apresentaram acumulo de
macrofagos CD11c e de linfécitos nos tecidos adiposos epididimal e retroperitoneal.
Oleo de peixe foi capaz de aumentar a porcentagem de linfécitos T CD4 no tecido
adiposo epididimal, bem como a razdo CD4/CD8, acompanhado de reduc¢éo da razao
CD11c/CD206 neste mesmo tecido, em animais alimentados com racdo regular.
Entretanto, em animais alimentados com racao hiperlipidica, 6leo de peixe causou
aumento na porcentagem de macrofagos CD11c neste mesmo tecido, sendo 0 mesmo
efeito encontrado apds associa¢do do Oleo de peixe e metformina, quando comparado
ao grupo que recebeu somente metformina. Com relacdo ao tecido adiposo
retroperitoneal, racdo hiperlipidica acarretou reducdo na porcentagem de linfécitos T

CD4, sem efeitos nas porcentagens de macrofagos.

Estes efeitos foram associados com melhor incorporacdo de EPA e DHA no
tecido adiposo epididimal de animais alimentados com racdo regular, apdés

suplementacdo com 6leo de peixe, quando comparados aos demais grupos
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suplementados. No tecido adiposo retroperitoneal, a melhor incorporacdo de EPA e
DHA foi observada no grupo alimentado com racéo hiperlipidica suplementados com

Oleo de peixe e recebendo metformina, em associacao.
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