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RESUMO

Introducédo: A obesidade esta associada a inflamacéo, estresse oxidativo e disfuncéo
mitocondrial. Além disso, sabe-se que a obesidade ndo afeta apenas tecidos
periféricos, mas também leva a alteracdes cerebrais. O aumento da prevaléncia e as
dificuldades no tratamento mostram a necessidade da exploracdo de outras
abordagens terapéuticas. Devido a suas propriedades anti-inflamatérias, o uso de
acidos graxos poli-insaturados 6mega-3 pode ser uma estratégia.

Objetivo: Avaliar o potencial nutracéutico do dGmega-3 em camundongos submetidos
a obesidade induzida por dieta hiperlipidica.

Métodos: Camundongos Swiss machos receberam dieta normolipidica (controle) ou
dieta hiperlipidica (obeso). Apds seis semanas, os grupos foram divididos em Controle
+ Salina, Controle + Omega-3, Obeso + Salina e Obeso + Omega-3 e 400 mg/kg/dia
de 6leo de peixe (ou salina) foi administrado via oral, por quatro semanas. O consumo
alimentar e o peso corporal foram acompanhados durante todo experimento. Quando
0 experimento completou dez semanas, os animais foram eutanasiados e o tecido
adiposo visceral (gordura mesentérica) e o cérebro foram removidos. As estruturas
cerebrais hipotadlamo, hipocampo, cortex pré-frontal e estriado foram isoladas.
Resultados: O 6mega-3 ndo influenciou no consumo alimentar nem no peso corporal,
mas reduziu a gordura visceral. Na gordura visceral, o 6mega-3 reduziu o dano
oxidativo, bem como amenizou as alteracdes na defesa antioxidante e no ciclo de
Krebs, causadas pela ingestdo de dieta hiperlipidica. A cadeia respiratoria
mitocondrial ndo foi alterada pela obesidade nem pelo 6mega-3 na gordura visceral.
Em estruturas cerebrais, 0 6mega-3 reduziu a inflamacgéo, o dano oxidativo, assim
como amenizou as alteracdes na defesa antioxidante e no metabolismo energético
(ciclo de Krebs e cadeia respiratéria mitocondrial).

Concluséo: Conclui-se que o 6mega-3 apresentou efeito benéfico na gordura visceral
e no cérebro de animais obesos, visto que reverteu parcialmente as alteracoes
causadas pelo consumo de dieta hiperlipidica, sem causar piora dos parametros

analisados.

Descritores: Obesidade. Tecido adiposo. Cérebro. Acidos graxos insaturados. Oleos

de peixe.



ABSTRACT

Introduction: Obesity is associated with inflammation, oxidative stress and
mitochondrial dysfunction. In addition, it is known that obesity does not only affect
peripheral tissues, but also leads to brain alterations. The increased prevalence and
difficulties in treatment show the necessity to explore different therapeutic approaches.
Due to its anti-inflammatory properties, the use of omega-3 polyunsaturated fatty acids
may be a strategy.

Objective: Evaluate the nutraceutical potential of omega-3 in mice submitted to obesity
induced by high-fat diet.

Methods: Male Swiss mice received either a normolipid diet (control) or a high-fat diet
(obese). After 6 weeks, the groups were divided in Control + Saline, Control + Omega-
3, Obese + Saline and Obese + Omega-3, and 400 mg/kg/day of fish oil (or saline)
was administered orally, for 4 weeks. Food intake and body weight were monitored
throughout the experiment. When the experiment completed 10 weeks, the animals
were euthanized and the visceral adipose tissue (mesenteric fat) and brain were
removed. The cerebral structures hypothalamus, hippocampus, prefrontal cortex and
striatum were isolated.

Results: Omega-3 did not influence food intake or body weight, but reduced visceral
fat. In visceral fat, omega-3 reduced the oxidative damage, as well as alleviated
alterations in antioxidant defense and in the Krebs cycle, caused by the intake of high-
fat diet. The mitochondrial respiratory chain was not altered by obesity or omega-3 in
visceral fat. In brain structures, omega-3 reduced the inflammation, the oxidative
damage, as well as alleviated alterations in antioxidant defense and in energy
metabolism (Krebs cycle and mitochondrial respiratory chain).

Conclusion: It was concluded that omega-3 had a beneficial effect on the visceral fat
and brain of obese animals, since it partially reversed the alterations caused by the

consumption of high-fat diet, without worsening the parameters analyzed.

Keywords: Obesity. Adipose tissue. Brain. Unsaturated fatty acids. Fish oils.
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1. INTRODUCAO

Atualmente a obesidade é considerada um sério problema de saude publica
mundial’. Apesar das politicas de salde publica e dos esforcos individuais de
tratamento para combater a epidemia de obesidade, mais de dois bilhdes de pessoas
no mundo estdo acima do peso ou obesas?.

Diversas alteragbes no organismo s&do observadas na obesidade e, entre
essas, ja foi demonstrado presenca de inflamacdo®’, estresse oxidativo®19 e
disfuncédo mitocondrial'*13, sendo que a maior parte dos estudos mostrou alteragées
em sistemas e 6rgaos periféricos. No entanto, estudos j& revelaram que a obesidade
também pode causar anormalidades no cérebro4'6, em especial nas estruturas
cerebrais hipotalamo'”1°, hipocampo?®-??, cértex pré-frontal e estriado?*2°. O
hipotadlamo é o centro regulador do metabolismo energético'®?®, o hipocampo esta
envolvido com cognicdo, memoria, aprendizagem e emocdes'®>?°, e o cortex pré-
frontal e o estriado estdo envolvidos com o sistema de recompensa®324. Portanto,
alteracdes nessas estruturas cerebrais podem trazer diversos prejuizos para o
individuo.

Devido aos riscos estabelecidos para a saude e ao aumento substancial da
prevaléncia, a obesidade tornou-se um grande desafio para a satude global?’. A visdo
da obesidade como doenca inflamatéria tem despertado interesse para a intervencao
terapéutica com foco na inflamacéo®?8. Nesse contexto, determinadas substancias
podem desempenhar um papel importante na mediacdo da inflamacdo e das
alteracGes relacionadas?®. O termo nutracéutico aparece neste cenario visto que se
refere a substancias com potenciais beneficios terapéuticos. Dentre elas, o uso de
acidos graxos poli-insaturados dmega-3 pode ser uma estratégia, visto que esta
substancia tem conhecido efeito anti-inflamatério e tem mostrado potencial para
auxiliar no tratamento da obesidade e das alteragGes metabdlicas associadas3031,

O Omega-3 tem mostrado diversos efeitos benéficos sobre alteracbes
relacionadas a obesidade em animais, tais como redugcdo no ganho de gordura
corporal, melhora do perfil lipidico, da resisténcia a insulina, da intolerancia a glicose
e da esteatose hepatica, bem como reducdo da inflamagdo em tecidos periféricos3?

37, Em humanos com excesso de peso ou obesidade, estudos mostraram que o


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Golub%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21981905
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tratamento com dmega-3 pode reduzir a adiposidade, a inflamacéo, os triglicerideos,
assim como reduzir o estresse oxidativo no plasma3®-4L,

No entanto, o efeito do dmega-3 na neuroinflamacéo foi menos estudado. Uma
revisdo conduzida por Trépanier e colaboradores* reuniu estudos que mostraram
propriedades anti-inflamatérias do 6mega-3 em modelos animais de neuroinflamacao,
mas observa-se que muitos mecanismos pelos quais ele exerce estes efeitos ainda
ndo estdo completamente elucidados. Além disso, nenhum modelo animal de
obesidade foi citado nesta reviséo.

O efeito do 6mega-3 no sistema nervoso central (SNC) sobre alteracbes
relacionadas a obesidade foi pouco estudado. O foco tem sido apenas sobre o
hipotalamo, de modo que o efeito do dmega-3 em outras estruturas cerebrais néo foi
explorado. Além disso, observa-se muita diferenca nas etapas metodoldgicas dos
estudos, o que limita e dificulta a comparacéo e a generalizacdo dos resultados. Dois
estudos compararam o consumo de dieta rica em gordura (6leo de soja ou banha de
porco) com dieta rica em 6mega-3 (6leo de peixe), sem indugdo prévia de obesidade,
e mostraram efeitos benéficos do 6mega-3 em paradmetros relacionados com
inflamacdo no hipotdlamo de roedores*>#*, Em modelo animal de obesidade, a
substituicdo de banha de porco por 6leo de linhaca (dmega-3) ou azeite de oliva
(bmega-9) na dieta, assim como a administracdo intracerebroventricular de 6mega-3
e 6mega-9, se mostraram capazes de reverter o processo inflamatério no hipotalamo,
restabelecer a sinalizagéo de insulina e leptina, e levar a perda de peso em roedores®.

Considerando as alteracdes ja identificadas na obesidade e as propriedades do
6mega-3, o estudo desta substancia e o esclarecimento de seus efeitos pode trazer
novos horizontes para o tratamento da obesidade“t. Nesse contexto, observa-se que
muitos efeitos do O6mega-3 na obesidade ainda permanecem desconhecidos,
principalmente no SNC.

O conjunto de circuitos do SNC, bem como a homeostase do tecido adiposo
sdo importantes alvos para estudo da obesidade?. O foco maior dos estudos tem sido
a inflamacao, mas o efeito do tratamento com 6mega-3 (6leo de peixe via gavagem)
sobre parametros inflamatorios no cérebro de camundongos, apos indugdo de
obesidade, nao foi relatado. O efeito do 6mega-3 sobre parametros de estresse
oxidativo e de metabolismo energético na gordura visceral e no cérebro de
camundongos submetidos a obesidade induzida por dieta hiperlipidica também né&o

foi estudado.
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Portanto, considerando que ainda sdo necessarios esclarecimentos quanto ao
papel do 6mega-3 na obesidade, visto que muitos efeitos e mecanismos ainda sao
desconhecidos, o presente trabalho teve como objetivo verificar se o 6leo de peixe,
rico em O6mega-3 na forma de acido eicosapentaendico (EPA) e acido
docosahexandico (DHA), reverte algumas alteracbes em parametros inflamatérios e
bioquimicos na gordura visceral e no cérebro de camundongos submetidos a
obesidade induzida por dieta hiperlipidica. Os efeitos do 6mega-3 sobre o consumo
alimentar, peso corporal e peso da gordura visceral também foram avaliados.
Destaca-se que este estudo, diferente da metodologia utilizada na maior parte dos
estudos prévios, verificou o efeito da suplementacdo com 6mega-3 apds a inducao de
obesidade e sem qualquer mudanca na dieta, ou seja, verificou se o0 6mega-3 teria um
efeito benéfico mesmo se mantida uma dieta rica em gordura saturada.

Assim, este trabalho se justifica pela contribuicdo que trard na elucidacéo de
efeitos e mecanismos do 6mega-3 em parametros inflamatorios, de estresse oxidativo
e de metabolismo energético em modelo animal de obesidade. Os resultados poderéo
contribuir para o aprimoramento na utilizagdo dessa substancia para o tratamento da
obesidade, bem como poderéo servir de evidéncia para o estimulo ao maior consumo
de fontes naturais de 6mega-3 por individuos obesos. Além disso, hoje ja se sabe que
o hipotalamo néo € a Unica regido cerebral envolvida com o comportamento alimentar,
e este estudo expande o foco do estudo da obesidade para outras estruturas cerebrais
(hipocampo, cortex pré-frontal e estriado) que até entdo receberam menor atencao.

1.1 REFERENCIAL TEORICO

1.1.1 Obesidade: definicdo e epidemiologia

A Organizac¢do Mundial da Saude (OMS) define a obesidade como um acumulo
de gordura anormal ou excessivo que pode prejudicar a satde do individuo*’. Além do
excesso de gordura corporea, deve-se considerar sua distribuicdo regional, uma vez
gue o excesso de gordura localizada na regido abdominal estd mais associado com
disfuncdo metabdlica e, consequentemente, com a presenca de comorbidades*®°. O
acumulo de gordura na regido visceral é fator de risco independente para alteracbes
metabodlicas e doencas cardiovasculares, em especial resisténcia a insulina e

dislipidemias*®.


http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_eicosapentaenoico
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A prevaléncia de obesidade estda aumentando em todo o mundo®. Segundo a
OMS, ela dobrou desde 1980%’. Atualmente, a obesidade é considerada uma epidemia
e é reconhecida como um dos mais importantes problemas de saude publica que o
mundo enfrental5?,

O estudo Carga Global de Doencas (do inglés Global Burden of Disease)
relatou aumento da prevaléncia de obesidade em paises desenvolvidos e em
desenvolvimento entre 1980 e 20132%’. Em 2014, segundo a OMS, em torno de 1,9
bilhdes de adultos estavam acima do peso e, entre estes, mais de 600 milhdes eram
obesos. Em percentual, no mesmo ano, 39% dos adultos com 18 anos ou mais
estavam acima do peso e 13% eram obesos. Além disso, 41 milhdes de criancas com
menos de cinco anos de idade estavam acima do peso ou obesas em 201447, No
Brasil, a pesquisa Vigilancia de fatores de risco e protecao para doencgas crénicas por
inquérito telefénico (Vigitel), realizada em 2016 e divulgada em 2017, mostrou que a
prevaléncia de sobrepeso passou de 42,6% em 2006 para 53,8% em 2016, e de
obesidade passou de 11,8% em 2006 para 18,9%, em 2016°2.

Esses dados se mostram muito preocupantes pelo fato de a obesidade ser,
simultaneamente, uma doenca e um fator de risco importante para varias outras
doencas, tais como doencas cardiovasculares, diabetes mellitus tipo 2, doencas
respiratorias, alteracdes musculo-esqueléticas e alguns tipos de cancer, impactando
a qualidade de vida e a longevidade da populagdol#7:515354 Além disso, ainda ha o
impacto econdmico da obesidade, haja vista que 0s custos totais decorrentes da
obesidade e doencas relacionadas sao significativos e crescentes para 0s sistemas

de salide e para a sociedade®®.

1.1.2 Fisiopatologia da obesidade

Apés a revolucdo industrial, o estilo de vida de grande parte da populagédo
mundial sofreu profundas mudancas. O avan¢o das ciéncias, a melhoria da higiene e
da saude publica, além da maior oferta de empregos e alimentos, possibilitaram um
aumento expressivo da expectativa de vida®®. Por outro lado, a facilidade de acesso e
0 baixo custo de alimentos altamente palataveis e com grande densidade caldrica,
aliados ao menor requerimento de atividade fisica na vida diaria, fizeram com que a

prevaléncia de obesidade aumentasse significativamente em todo o mundo*”57,
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Apesar de outros fatores, tais como genéticos, psicol6gicos®®, e inclusive
infecciosos®®, estarem envolvidos na etiologia da obesidade, as mudancas nos
padrées de alimentacdo e atividade fisica das uUltimas décadas, como 0 consumo
excessivo de alimentos, ou de alimentos altamente energéticos, e o sedentarismo séo
considerados os principais fatores relacionados com a génese da obesidade*’.
Portanto, a obesidade é resultado de um desequilibrio entre consumo e o gasto
energético?>°, O excesso de substrato é armazenado na forma de triglicerideos em
células denominadas adipdcitos, que formam o tecido adiposo®. O tecido adiposo
responde ao consumo em excesso de nutrientes pela hipertrofia e hiperplasia dos
adipocitos®. Desta forma, a obesidade é caracterizada pelo aumento no
armazenamento de acidos graxos em uma massa expandida de tecido adiposo®.

Aingestéo alimentar e o gasto energético sdo controlados por sistemas neurais,
gue recebem sinais aferentes desde o sistema digestorio passando pelo tecido
adiposo e chegando as estruturas centrais®-62, Hormonios circulantes e estimulos
vagais informam ao SNC sobre o estado nutricional e a energia de todo o corpo.
Acredita-se que a leptina e a insulina estdo envolvidas na regulacéo a longo prazo do
balanco energético, enquanto que hormonios gastrointestinais e aferentes vagais
representam um mecanismo de regulacao de curto prazo. Estes hormoénios atuam em
conjunto em circuitos neurais especificos em diferentes regibes do cérebro, em
especial no hipotdlamo, estabelecendo interacdes que regulam o equilibrio
energético®?.

A leptina € produzida pelo tecido adiposo branco e a insulina pelas células beta
pancreaticas®. A producdo e concentracdo sérica de leptina sdo proporcionais a
massa de tecido adiposo, sendo que ela informa ao cérebro sobre os estoques
energéticos®163, A insulina, em adicdo aos tecidos-alvo classicos para a acédo deste
horménio, tais como o figado, musculo e tecido adiposo branco, atua no hipotalamo
desempenhando um papel na manutencdo do equilibrio energético, na regulagéo
lipidica periférica e no metabolismo da glicose®. No entanto, enquanto os niveis
circulantes de leptina e insulina aumentam na obesidade, uma resisténcia para ambos

os hormonios se desenvolvel963,
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1.1.2.1 Inflamacé&o na obesidade

Na obesidade, o tecido adiposo branco se modifica devido ao aumento dos
niveis de triglicerideos. Os pré-adipdcitos se diferenciam e os adip6citos aumentam
de tamanho, levando a capacidades de armazenamento aprimoradas®. Ao lado de
seu papel importante no armazenamento de energia, o tecido adiposo € um importante
6rgdo endocrino*%8. Este tecido produz moléculas bioativas, como por exemplo as
citocinas, que quando sao secretadas pelo tecido adiposo s&o denominadas
adipocinas (ou adipocitocinas), e ndo s6 servem como reguladores do metabolismo
sistémico, mas também possuem propriedades imunomoduladoras®-68,

A obesidade leva a alteragbes na producdo de adipocinas*. Com o aumento
progressivo dos adipocitos e expansao do tecido adiposo, o fornecimento de sangue
pode ser reduzido, com consequente hipoxia. A hipoxia esta relacionada com necrose
e com infiltracdo de macréfagos no tecido adiposo®. O aumento do armazenamento
de triglicerideos no tecido adiposo, com sua consequente expansao, também leva a
ativacao de vias pro-inflamatdrias, especialmente pelo fator nuclear kappa B (NFkB).
Além de aumentar o numero de macrofagos, a obesidade induz um estado pro-
inflamatorio nestas células, e por sua vez, estes macrofagos ativados secretam
abundantemente adipocinas pré-inflamatérias?.

Os macréfagos residentes, que no tecido adiposo magro exibem polarizacao
semelhante ao fenoétipo tipo M2 (ativagdo alternativa) e secretam citocinas anti-
inflamatorias como a interleucina-10 (IL-10), mudardo para a polarizacdo semelhante
ao fendtipo tipo M1 (ativacdo classica), resultando na expressao de mediadores pro-
inflamatérios e no recrutamento de mondcitos circulantes®®7. Os macréfagos
infiltrados formam estruturas semelhantes a coroas que cercam os adipocitos, o que
leva a uma producdo excessiva de adipocinas, que incluem mediadores pro-
inflamatdrios, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e a interleucina-1f (IL-
1B)45.70,

O TNF-a também induz a lipdlise, que acarreta na liberacdo de acidos graxos
livres. Os acidos graxos saturados, por sua vez, se ligam ao receptor Toll-like 4 (TLR4)
na superficie de ambos os adipdécitos e macréfagos e ativam ainda mais a sinalizagéo
de NFkB, o aumento da producdo de TNF-a e de outras adipocinas proé-inflamatorias,

como por exemplo a IL-1336566, Semelhante ao TNF-a, estudos mostraram aumento
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nos niveis de IL-1B na obesidade® %72, A Figura 1 ilustra as alteracées que ocorrem

no tecido adiposo na obesidade.

Tecido adiposo magro Tecido adiposo obeso
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Figura 1 — Alteracdes do tecido adiposo na obesidade.

Fonte: Adaptado de Patel, Buras e Balasubramanyam?°.

Desta forma, a obesidade é caracterizada por uma inflamacéo crénica de
baixo grau, detectada pela elevacao de marcadores e citocinas inflamatérias e pela
presenca de macréfagos infiltrados no tecido adiposo branco®%673, A inflamacéo é
normalmente uma resposta fisiolégica a uma infeccdo ou lesdo e € rapidamente
resolvida para evitar danos nos tecidos®. No entanto, na obesidade, embora a
inflamacéo seja de baixo grau, ela persiste!®. Esta inflamac&o cronica de baixo grau
no tecido adiposo se propaga a uma inflamacao sistémica e contribui para o inicio e
progressdo das doencas/alteracdes metabdlicas associadas, tais como resisténcia a
insulina, diabetes mellitus tipo 2, hiperlipidemias e aterosclerose®’.

Além disso, a 'overnutrition’, ou seja, o excesso de consumo de alimentos,
foi reconhecido como ndo apenas um fator que contribui para a obesidade, mas
também como um estimulo ao sistema imune inato que causa uma inflamacao atipica.
A alimentacdo pode ter um efeito imediato sobre os marcadores de inflamacéo
circulantes, visto que poucas horas depois da ingestdo de uma refeicdo com alto teor

de gordura, um aumento transitério nos marcadores inflamatorios € visto na
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circulacdo®®. Neste sentido, os componentes alimentares mais amplamente estudados
na inducdo de inflamacéo sédo os acidos graxos saturados’®. Além do aumento de
citocinas proé-inflamatérias na circulacdo, como consequéncia do recrutamento de
macréfagos para o tecido adiposo branco, os acidos graxos saturados consumidos
em excesso na dieta ativam as vias imunitarias inatas por meio da ligacéo e ativacéo
do receptor Toll-like (TLR)?. A ativacdo dessa resposta inflamatéria ndo ocorre

apenas nos tecidos periféricos, mas também no SNC?2875,

1.1.2.2 Obesidade e sistema nervoso central

Atualmente, sabe-se que a obesidade ndo leva apenas a alteragées em tecidos
periféricos, mas também no SNC!*1576 Uma dieta rica em gordura pode levar a
obesidade e consequente inflamacdo crbnica periférica, onde ha liberacdo de
citocinas. Isto por sua vez tem efeitos deletérios sobre a funcionalidade cerebral, como
por exemplo, alteracdo da barreira hematoencefalica (BHE) e neuroinflamacéo. A
inflamacédo periférica e aumento de permeabilidade da BHE leva a migracdo de
leucécitos para o cérebro, o que agrava a neuroinflamagédo’’.

Células imunitarias periféricas podem ser recrutadas para o SNC de um modo
semelhante aos macréfagos recrutados para o tecido adiposo branco na obesidade’®.
Este recrutamento/migracdo de células imunolégicas periféricas para o SNC, pode
propiciar a ativacao de células gliais, como micrdglia e astrocitos, que tem um papel
fundamental na resposta inflamatéria no SNC”>7°, De fato, foi demonstrado que uma
alimentacdo rica em gordura e a obesidade estdo associadas com a ativacdo de
microglias e de astrécitos!® 75.80.81

O primeiro local do SNC onde uma resposta altamente reativa pode ser
detectada quando animais sdo expostos a uma dieta hipercalorica € uma regiédo
cerebral denominada hipotalamo'®75. A resposta reativa é caracterizada por
reatividade glial, secrecdo de citocinas e aumento de niveis de sinais inflamatérios
intracelulares’.

O hipotalamo contém uma variedade de células gliais, incluindo micréglia e
astrocitos, aléem de grupos de neurdnios que fazem o controle homeostatico do
balanco energético’. Esta complexa rede recebe informacdes de fatores transmitidos

pelo sangue, posicionando o hipotdlamo como um sensor metabélico’®.
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Assim, considerando que o hipotalamo integra multiplos sinais metabdlicos de
orgaos periféricos, modulando o comportamento alimentar e metabolismo energético,
falhas neste sistema podem estar relacionadas a obesidade!%26:82, Neste contexto, foi
identificado que o consumo em excesso de gorduras saturadas (presentes nas carnes
bovina e suina, leite, queijos e manteiga) causa um processo inflamatério no
hipotalamo, o que acaba influenciando o funcionamento desta estrutura cerebral,
podendo alterar a regulacao da fome e saciedade e levar a um desequilibrio entre a
ingestéo de alimentos e o dispéndio energético!’-19.26.83,

O hipotalamo responde rapidamente a desafios metabdlicos, como por exemplo
uma dieta hipercalérica”. O excesso de consumo calérico provoca inflamacéo
hipotalamica, o que por sua vez desregula a homeostase entre a ingestéo e o0 gasto
energético, além de alterar a secrecéo e sensibilidade a insulina!®>!8, Ao contrario da
inflamacdo nos tecidos periféricos, um processo que se desenvolve ao longo de
semanas de alimentacado rica em gordura em modelos de estudo em roedores, 0s
marcadores de inflamac&o hipotalamica séo elevados dentro de 1 a 3 dias de
exposicdo a dieta rica em gordura, antes do ganho de peso'®7’>. Portanto, além das
citocinas inflamatdrias circulantes observadas na obesidade (como TNF-a e IL-18), o
excesso de nutrientes por si sé também ativa vias inflamatorias intracelulares em uma
variedade de células alvo’® . Desta forma, a dieta, ao invés do aumento da
adiposidade, pode ser a causa primaria da inflamacéao hipotalamica’.

Milanski e colaboradores®? verificaram que os acidos graxos saturados ativam
os receptores do tipo Toll-like — receptor Toll-like 2 (TLR2) e TLR4 — no hipotalamo,
estimulando a producdo de citocinas pro-inflamatérias, como TNF-a, IL-18 e
interleucina-6 (IL-6) e, consequentemente, podendo sinalizar vias que levam a
destruicdo de neurbnios responsaveis pelo controle do apetite. Outros estudos
também identificaram e descreveram a inflamag&o hipotalamica na obesidade em
roedorest’®4. Em seres humanos, Thaler e colaboradores?®®, utilizando ressonancia
magneética, encontraram evidéncias de aumento de gliose no hipotalamo mediobasal
de obesos, sugerindo que, de forma semelhante ao que ocorre em roedores com
obesidade induzida por dieta com alto teor de gordura, a obesidade em humanos esta
associada a lesdo neuronal no hipotalamo.

Mais recentemente, a neuroinflamacéo derivada da obesidade demonstrou
afetar outras estruturas cerebrais®®. O hipotdlamo se comunica com outras areas

cerebrais, como por exemplo as que compde 0s sistemas de memdéria e emocao e de
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25

recompensa®>>°, Portanto, embora o hipotdlamo seja critico para o controle
homeostético da alimentacéo, outras areas cerebrais também desempenhem papel
importante na obesidade?>°9,

O processo inflamatério resultante do consumo em excesso de calorias na dieta
(em especial dietas ricas em gordura) e consequente obesidade também esta
associado ao comprometimento do hipocampo, estrutura cerebral relacionada com
cognicdo, memodria, aprendizagem e emocdes!® 9886 Neste contexto, Jeon e
colaboradores®” mostraram que dieta com alto teor de gordura promove um aumento
na expressdao do TNF-a no hipocampo de camundongos, assim como ativa a
micréglia. Boitard e colaboradores? relataram que a ingestdo de dieta com alto teor
de gordura promoveu aumento da expressao de citocinas proé-inflamatérias no
hipocampo de roedores, o que contribui para danificar os processos envolvidos com
a memoria. Estudo conduzido por Dutheil e colaboradores® mostrou aumento dos
niveis de TLR4 e da expresséao de citocinas pré-inflamatérias (TNF-a, IL-1B e IL-6) no
hipocampo de ratos alimentados com dieta rica em gordura.

Assim, observa-se que a funcdo cognitiva também pode ser prejudicada pela
alta ingestdo de gordura e pela obesidade® 7289, A Figura 2 ilustra os efeitos da

obesidade na funcao cognitiva.

Overnutrition: excesso de consumo de alimentos
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Figura 2 — Efeitos da obesidade na funcéo cognitiva.

Fonte: Adaptado de Shefer, Marcus e Stern?®,
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Estudos também mostraram relacdo entre a obesidade e o sistema de
recompensa, destacando anormalidades em regides como coértex pré-frontal e
estriado?32>%0-92. O sistema de recompensa cerebral desempenha um papel
importante na ingestdo alimentar®.°3, Alimentos com muita energia e saborosos
provocam respostas semelhantes em regifes cerebrais relacionadas a recompensas,
semelhante a substancias viciantes®. O cortex pré-frontal esta implicado no sistema
neural necessario para tomar decisdes, avaliando-se as consequéncias futuras.
Pacientes obesos podem ser mais sensiveis as propriedades de recompensa do
alimento do que as consequéncias negativas futuras de determinadas escolhas
alimentares, tornando-se propensos a comer mais por impulso que pela tomada de
decisao®.

No geral, os alimentos pouco saborosos ndo sdo consumidos em excesso,
enguanto alimentos palataveis (ricos em gordura e acucar) sdo consumidos mesmo
apos as necessidades energéticas terem sido atingidas®. O prazer obtido por meio
da ingestédo de alimentos palataveis é uma motivacdo que em certos individuos pode
se sobrepor aos sinais homeostéticos (regulacdo hormonal e controle hipotalamico),
levando o individuo a comer além de suas necessidades e, assim, promovendo o
aumento de peso®.%, Denis e colaboradores®” mostraram que 0S neurdnios
hipotalamicos proteina relacionada ao gene agouti (AgRP) conduzem o
comportamento alimentar apenas em uma dieta equilibrada, pois quando uma dieta
altamente palatavel é introduzida a camundongos, estes neurbnios se tornam
dispensaveis e o circuito hedbnico opera sozinho, reforcando que os aspectos
gratificantes e recompensadores dos alimentos podem se sobrepor ao controle
hipotalamico.

Existem duas teorias sobre como o sistema de recompensa pode estar alterado
na obesidade: hiporresponsividade e hiper-responsividade®®>. A teoria da
hiporresponsividade defende que alguns individuos possuem uma menor
sensibilidade para recompensas (por exemplo menos receptores de dopamina) e por
isso consomem quantidades de alimentos em excesso para superar este déficit de
recompensa, ou seja, alcancar o mesmo nivel de recompensa®>. Neste contexto,
estudo de Geiger e colaboradores®® mostrou reducédo dos niveis de dopamina no
cortex pré-frontal medial e no estriado de ratos propensos a obesidade. Em humanos,

Stice e colaboradores® mostraram que o ganho de peso é associado a uma resposta
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reduzida no estriado a alimentos palataveis, o que sugere baixa sensibilidade nos
circuitos de recompensa.

Na outra teoria, a exposi¢cdo a alimentos altamente gratificantes resulta em
hiper-responsividade, o que leva os individuos a procurar alimentos com mais
frequéncia e em maior quantidade. Esta teoria sugere que individuos obesos tém uma
resposta de recompensa aumentada aos alimentos altamente gratificantes, mas apés
0 aumento do consumo de alimentos, isso leva a uma resposta diminuida, e isso leva
a uma maior ingestado alimentar ao longo do tempo para alcancar a recompensa
esperada®®. Essas duas hipéteses sdo dificeis de testar em seres humanos, mas
ambas as teorias mostram o envolvimento dos sistemas de recompensa no apetite
desregulado na obesidade?®.

A partir do exposto observa-se que 0s circuitos/estruturas cerebrais que
controlam a alimentagdo/consumo alimentar em seres humanos nao séo regulados
somente pelos mecanismos homeostaticos (hipotalamo), mas também pela
recompensa, emoc¢do, memdria, atencdo e sistemas de controle cognitivo?>%, Estes

circuitos interagem para controlar o consumo e o gasto energético®® (Figura 3).
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Figura 3 — Estruturas cerebrais envolvidas no controle do consumo alimentar.

Fonte: Adaptado de Farr et al.?.
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1.1.2.3 Estresse oxidativo na obesidade

Diversos mecanismos relacionados ao processo inflamatério que ocorre na
obesidade, como o aumento de citocinas pro-inflamatorias e a infiltracdo de leucocitos,
podem aumentar a producéo de espécies reativas de oxigénio (EROSs) e levar a danos

oxidativos®100-192 A Figura 4 esquematiza este processo.

‘Ativagéo do NFKB
Atividade do NADPH

+ Receptorde insulina
T Hiperglicemia

OBESIDADE
T TNF- a . / \ Formagio de EROs
PCR =%
(OH, 0,7, H,0,)
INFLAMA(}AO < \v
Inflltragao de leucocitos ESTRESSE

OXIDATIVO

NADPH oxid
oxi ase Formacgao de EROs

(OH, 0,", HOCI, ONOO-H,0,)

Mieloperoxidase Cloraminas e
aldeidos reativos = Danos oxidativos a
proteinas, lipidios
e DNA

Figura 4 — Vias inflamatdrias que induzem estresse oxidativo na obesidade. Na

obesidade, os niveis de adipocinas aumentam e levam a formac¢ao de EROs, por meio de diversas vias
intracelulares. A infiltracdo de leucécitos também leva a formacao enzimética de EROs. A produgdo em
excesso de EROs pode levar a danos oxidativos.

Fonte: Adaptado de Vincent e Taylor®,

As EROs podem ser divididas em dois grupos: os radicais livres e as espécies
nao radicalares. As EROs com maior significancia fisiologica sdo o radical &nion
superéxido (O2¢) e o radical hidroxila (OHe) — radicais livres — e o peréxido de
hidrogénio (H202) — espécie néo radicalar. As EROs podem reagir com outras
moléculas importantes e causar danos a lipidios, a proteinas e ao acido
desoxirribonucleico (DNA),

Por conseguinte, tendo em vista a producdo continua de EROs durante os

processos metabdlicos, o organismo dispde de um sistema antioxidante que tem o


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vincent%20HK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16302012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Taylor%20AG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16302012
http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_desoxirribonucleico
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objetivo de limitar os niveis de tais espécies e controlar os danos decorrentes. Esse
sistema € dividido em ndo-enzimatico e enzimatico. O sistema de defesa né&o-
enzimatico inclui compostos antioxidantes de origem dietética, entre os quais se
destacam: vitamina E, vitamina C, carotendides, &cido urico e polifendis. Os principais
antioxidantes enzimaticos incluem as enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase
(CAT) e glutationa peroxidase (GPx)13104 A glutationa (GSH) é também um
importante antioxidante, visto que € utilizada como substrato pela GPx, e também tem,
portanto, um papel chave no sistema de defesa antioxidante.

A enzima SOD, por meio da reacao de dismutacéo, catalisa a geracao de H20:2
a partir do radical Oz¢. As enzimas CAT e GPx agem com o propésito de impedir o
acumulo de H202, pois o convertem em agua. Tal acdo é de grande importancia, pois
este acumulo possibilita, por meio das reacdes de Fenton e Haber-Weiss, a geracdo
do OH?s, contra o qual ndo ha sistema enzimatico de defesal®31%4 A GPx reduz o H202
a agua, no entanto o faz a custa da conversdo da GSH em glutationa oxidada
(GSSG) (Figura 5).

. SO REACAQ DE FENTON
0, C———P"’*HQ I :

_ : - OH’
REACAO DE HABER-WEISS

Figura 5 — Sistemas enzimaticos de defesa antioxidante.

Fonte: Barbosa et al.1%,

A instalacéo do processo de estresse oxidativo decorre do desequilibrio entre
a producéo de EROs e defesas antioxidantes, em favor da produgéo excessiva das
EROs ou em detrimento da velocidade de remocéo destas pelos antioxidantes®3. O
estresse oxidativo pode levar a oxidacao de biomoléculas, tais como lipidios, proteinas
e DNA, com consequente perda de suas funcbes bioldgicas e/ou desequilibrio
homeostatico'®3. Além disso, ao danificar estruturas celulares, o estresse oxidativo

pode desencadear ou potencializar uma resposta inflamatéria'®l. Portanto, um
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equilibrio entre compostos oxidantes e antioxidantes € essencial para a adequada
funcéo dos 6rgéaos e tecidos0s.

Um aumento na producédo de EROs é considerado uma das varias respostas
celulares ao excesso de nutrientes na obesidade®10.16.102107 O estresse oxidativo
pode preceder inclusive o0 aparecimento da insensibilidade a insulina na obesidade
induzida por dieta rica em gordura'®®. Além disso, a susceptibilidade ao dano oxidativo
em individuos obesos pode ser ainda maior devido a reducgéo da atividade de enzimas
antioxidantes!09:110,

O excesso de EROs pode levar a disfungdo mitocondrial'®’11, Por outro lado,
0 consumo excessivo de nutrientes e a obesidade levam a alteragcbes nas
mitocondrias, 0 que favorece a geragdo de EROs e o desenvolvimento de estresse
oxidativo3192, Neste contexto, Ma e colaboradores!*? identificaram dano oxidativo e
disfuncé&o mitocondrial no plasma e no cérebro (tecido cerebral total, sem divisdo de

estruturas cerebrais) de ratos com obesidade induzida por dieta rica em gordura.

1.1.2.4 Metabolismo energético e disfungdo mitocondrial na obesidade

As mitocondrias desempenham um papel central no metabolismo energético. A
funcao primaria das mitocondrias é a de produzir energia para as células na forma de
adenosina trifosfato (ATP) a partir de substratos provenientes da alimentagcao
(carboidratos, lipidios e proteinas)3114,

Em 1937 Hans Krebs descreveu trés estagios na producao de energia a partir
da oxidacdo de alimentos (atualmente o ciclo proposto por Krebs leva o seu nome).
No primeiro estagio, as grandes moléculas presentes em alimentos sado quebradas
em unidades menores (digestdo). Os carboidratos sao hidrolisados em acgucares
simples, como a glicose, os lipidios séo hidrolisados em glicerol e acidos graxos, e as
proteinas sao hidrolisadas em aminoacidos. Os produtos sédo entdo absorvidos pelas
células intestinais e distribuidos por todo organismo. No segundo estagio, estas
moléculas sao degradadas em algumas unidades simples essenciais ao metabolismo,
como a acetil coenzima A (acetil-CoA). No terceiro estagio, o ATP é produzido pela
oxidacdo completa da acetil-CoA. O terceiro estdgio compreende o ciclo de Krebs
(também chamado de ciclo do acido citrico e de ciclo do acido tricarboxilico) e a
fosforilacdo oxidativa, vias finais comuns na oxidacdo de moléculas energéticas'®®
(Figura 6).
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Figura 6 — Metabolismo energético.
Fonte: Adaptado de Berg et al.115,

Os elétrons provenientes dos nutrientes, no processo de inUmeras reacdes
enzimaticas que envolvem a degradacéo da glicose, acidos graxos e aminoéacidos,
sao transformados em acetil-CoA. A acetil-CoA, formada pela piruvato desidrogenase
a partir do piruvato, € completamente oxidada a diéxido de carbono (CO2) pelo ciclo
de Krebs, por meio de uma série de reac6es composta por oito passos, sendo que
cada uma é catalisada por enzima especifica. A enzima citrato sintase forma citrato a
partir de oxaloacetato e acetil-CoA, o citrato é isomerizado a isocitrato pela enzima
aconitase, o isocitrato € oxidado e descarboxilado a a-cetoglutarato pela isocitrato
desidrogenase, o a-cetoglutarato sofre descarboxilacdo oxidativa (com envolvimento
do complexo a-cetoglutarato desidrogenase) e forma succinil coenzima A (succinil-
CoA), que pela agédo da succinil-CoA sintetase forma succinato, que é oxidado a
fumarato pela succinato desidrogenase, que é transformado a malato pela fumarase,
que, por fim, é oxidado para formar oxaloacetato a partir da acdo da malato

desidrogenase'!>!1¢ (Figura 7).
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Figura 7 — Ciclo de Krebs. Acetil-CoA: acetil coenzima A; CoASH: coenzima A; COz2: diéxido de
carbono; FAD: flavina adenina dinucleotideo; FADH:: flavina adenina dinucleotideo reduzida; GDP:
guanosina difosfato; GTP: guanosina trifosfato; H20: dgua; NAD*: nicotinamida adenina dinucleotideo;
NADH: nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida; Pi: fosfato inorganico

Fonte: Adaptado de Berg et al.'15,

O ciclo de Krebs comecga e termina com o0 oxaloacetato. Uma volta completa no
ciclo produz duas moléculas de COg, trés de nicotinamida adenina dinucleotideo
reduzida (NADH), uma de flavina adenina dinucleotideo reduzida (FADH2) e um

composto de alta energia — ATP ou guanosina trifosfato (GTP)15116,
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A fosforilacdo oxidativa € um processo que requer a acao de varios complexos
enzimaticos (complexos I, I, Ill e 1V) localizados em uma estrutura da membrana
mitocondrial interna denominada cadeia respiratéria mitocondrial (ou cadeia de
transporte de elétrons)'’. O NADH produzido pelo ciclo de Krebs doa elétrons para o
complexo | e o FADH2 doa elétrons ao complexo Il. Os elétrons sdo entdo
transportados do complexo | e do complexo Il pela ubiguinona (Ub) ao complexo Il e
pelo citocromo ¢ ao complexo 1V. O dltimo aceptor de elétrons € o oxigénio, que se
reduz a agua. Esse processo de transporte de elétrons pelos complexos leva a um
bombeamento de prétons através da membrana interna da mitocondria. Esse
bombeamento gera um gradiente de prétons, que impulsiona a ATP sintase (ou
complexo V) a produzir ATP>117 (Figura 8). Durante a producdo de ATP, a cadeia
respiratéria mitocondrial gera EROs'!8 (Figura 8), e, portanto, representa a principal

fonte de producdo destas espéciest®®.

Cadeia respiratoria mitocondrial

ATP sintase

® © ® ® @ ®
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Figura 8 — Cadeia respiratoria mitocondrial. ADP: adenosina difosfato; ATP: adenosina
trifosfato; C: citocromo c; CAT: catalase; e elétrons; FADH:: flavina adenina dinucleotideo reduzida;
GPx: glutationa peroxidase; H*: ion hidrogénio; H20: &agua; H202: perdoxido de hidrogénio; IMM:
membrana mitocondrial interna; NADH: nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida; O2: oxigénio; Oz*:
anion superdéxido; SOD: superéxido dismutase; Ub: ubiquinona

Fonte: Adaptado de Yu e Bennet!?°,
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A acdo combinada do ciclo de Krebs e da fosforilacdo oxidativa € responsavel
pela maior parte da producéo de ATP gerada pelos seres humanos (mais de 90%)*15,
Sem um fornecimento continuo de ATP, as células séo incapazes de realizar suas
funcGest?L.

Alteracbes em processos relacionados a producdo de ATP podem levar a
disfuncédo mitocondrial''4. H& evidéncias de que o consumo em excesso de nutrientes
afeta a funcdo das mitocondrias'??>. Neste contexto, estudos mostraram que a
obesidade esta relacionada com disfuncdo mitocondrialt1-13.123.124,

Qualquer célula pode ser afetada pela disfungdo mitocondrial**4. No entanto,
em se tratando de obesidade, alguns tecidos foram mais estudados: tecido adiposo,
musculo e figado. O excesso de ingestdo de nutrientes leva a altas concentracdes de
acidos graxos livres, hiperglicemia, aumento da producdo de EROs mitocondrial e
causa disfuncédo mitocondrial em adipdcitos''#. No tecido adiposo, estudos mostraram
gue na obesidade ha diminuicdo da biogénese mitocondrial em roedores!?®, Estudos
em humanos também identificaram reducé@o da biogénese e da atividade oxidativa
mitocondrial no tecido adiposo na obesidade!?'?*, Em musculo esquelético, foi
reportada relacéo entre obesidade e alteracdes mitocondriais, tais como reducédo da
funcdo e da massa mitocondrialll13123.126_No figado também foi descrito que a funcéo
mitocondrial é prejudicada pela obesidade induzida por dieta'l.

Normalmente, menos de 5% do oxigénio recolhido pela mitocéndria é liberado
como EROs. No entanto, o comprometimento da fun¢cdo mitocondrial, como visto na
obesidade, pode aumentar a producao destas moléculas instaveis e, portanto, resultar
em dano a acidos nucleicos mitocondriais e nucleares, membranas lipidicas e
proteinas, e, em especial, as enzimas da cadeia respiratéria mitocondrialt?!.

Em comparagdo com os individuos magros, as mitocondrias em individuos
obesos tém capacidades de geracdo de energia mais baixas, membranas internas
menos definidas e reducdo da oxidacdo de &cidos graxos'!l. Além destas, outras
anormalidades metabdlicas que foram identificadas na obesidade incluem a
diminuicdo da oxidac&o de gordura e maior dependéncia de glicose para a sintese de
ATP, bem como baixas concentracées basais de ATP. A disfungcdo mitocondrial
também estd envolvida em alguns sinais e sintomas da obesidade, incluindo baixo
gasto energeético, ingestao cronica de alimentos em excesso, bem como a presenca
de marcadores inflamatorios. Estas alteracdes ndo s6 favorecem o desenvolvimento

e a progressdo da obesidade, mas também tem implicacées no tratamento'??.
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Além disso, o consumo excessivo de nutrientes, geralmente visto na obesidade,
que leva a disfuncdo mitocondrial e metabolismo anormal de lipidios e glicose!!?,
também pode levar a inducéo da cascata inflamatéria?®. Este processo inicia-se com
a sobrecarga mitocondrial de 4cidos graxos e glicose, que resulta em um aumento na
producao de acetil-CoA. Niveis mais elevados de acetil-CoA resultam em um aumento
de NADH gerado a partir do ciclo de Krebs, que aumenta a disponibilidade de elétrons
para os complexos da cadeia respiratoria mitocondrial, o que estimula uma maior
producdo de EROs dentro da célula. O estresse oxidativo pode ativar inameros fatores
de transcrigdo, incluindo NFkB, que é o principal mediador da resposta inflamatéria®.

As mitocondrias sdo as principais fontes de energia celular, mas também
desempenham um papel central na apoptose!!31%7, A apoptose é um mecanismo de
morte celular programada mediada por um programa de sinalizacao intracelular que
envolve uma variedade de moléculas de sinalizacdo e organelas celulares, incluindo
caspases (proteases que executam a morte celular), proteinas ativadoras e inibidoras
de caspases e da apoptose'?8. Sdo duas as principais vias apoptéticas: a via
extrinseca (morte mediada por receptor ou citoplasmatica) e a via intrinseca
(mitocondrial)113128,

pY

O desequilibrio nutricional (com a alta ingestdo calorica) leva a disfuncao
mitocondrial e maior susceptibilidade a apoptose!'l1?’. O aumento da gordura
corporal estd associado com um estado pré-apoptético em tecido adiposo de
obesos!?7129,

No entanto, o tecido adiposo néo € o unico local afetado. No SNC, estudo
conduzido por Moraes e colaboradores!’ mostrou que a exposi¢édo aos acidos graxos
saturados pode levar a apoptose em neurdnios hipotalamicos de roedores. Rivera e
colaboradores'3® mostraram relacéo entre dieta rica em gordura saturada e presenca
de apoptose no hipocampo de ratos.

Considerando o0 exposto, pode-se inferir que todos 0Ss mecanismos
fisiopatoldgicos presentes na obesidade abordados neste referencial teérico, como
inflamacéo, estresse oxidativo e disfuncdo mitocondrial estdo relacionados e podem

de alguma forma levar a apoptose celular. Isso pode ocorrer tanto em tecidos

periféricos quanto no cérebro. Esta integracéo esta ilustrada na Figura 9.
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Figura 9 — Disfuncdo mitocondrial, estresse oxidativo, inflamacdo e apoptose na

obesidade. Alteragées como disfuncdo mitocondrial, estresse oxidativo e inflamagéo, presentes na

obesidade, estéo relacionadas entre si e podem levar a apoptose celular.

1.1.3 Modelos animais de obesidade

O estudo dos mecanismos relacionados a alteracdes provocadas pela
obesidade pode ser facilitado com a utilizacdo de modelos animais!3'. Modelos
animais permitem a compreensdo de mecanismos intracelulares que néo sao
possiveis em pesquisas com seres humanos e podem levar a alvos importantes para
intervencdes comportamentais, alimentares e farmacolégicas!4.

Existem diferentes modelos animais de obesidade, geralmente pequenos
roedores (ratos e camundongos)32133, que se tornam obesos a partir de mutagées
genéticas'®*, de inducdes quimicas e também a partir do consumo de dietas
hipercaldricas'?3. No entanto, se o objetivo é que o modelo animal seja 0 mais préximo
possivel da génese da obesidade em humanos, a inducao via consumo de dieta com
alto valor energético parece ser a mais apropriada, visto que simula o comportamento
nutricional humano, ou seja, a obesidade como consequéncia de um balanco

energético positivo gerado pelo consumo de alimentos altamente cal6ricos!31:132.135,
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O modelo animal de obesidade induzido por dieta simula a maior
disponibilidade de alimentos com alto teor de gordura e elevada densidade energeética,
principal contribuinte para a obesidade em humanos!34. Assim, dietas ricas em
gordura permitem a caracterizacdo do desenvolvimento da obesidade e a avaliagao
de intervencdes para tratar a obesidade em um ambiente experimental in vivo que é
fisiopatologicamente muito semelhante a doengca em humanos?*6,

Entre as gorduras, foi demonstrado que os acidos graxos saturados,
encontrados principalmente em carnes bovina e suina, sao os lipidios mais nocivos
quando se trata de acumulo de massa adiposa®. A ingestdo em excesso de acidos
graxos saturados esta relacionada com a ativacédo de diversas vias inflamatorias e,
portanto, favorecem o estado pré-inflamatério®3,

Para se confirmar a obesidade em modelos animais geralmente se utiliza o
peso corporal (aumento com relagdo ao grupo controle)!3!, mas o peso da gordura
visceral também pode ser utilizado'®®. Em roedores, a gordura da regido mesentérica
€ amplamente citada como a mais analoga ao tecido adiposo intra-abdominal humano,
tanto na sua localizagdo como na biologia®’. A gordura mesentérica pode contribuir
de forma importante para a disfungdo metabdlica3®. Além disso, o mesentério contém
fiboras nervosas autbnomas que conectam o0s ganglios espinhais ao intestino,
potencialmente ligando o sistema nervoso e a gordura mesentérica’®.

Quanto a validade do modelo animal, roedores com obesidade induzida por
dieta sdo considerados um modelo animal valido, pois refletem efeitos da obesidade
observados em seres humanos, tais como: aumento de peso corporal (validade de
face/aparente), resisténcia a insulina, alteracdo de perfil lipidico (validade de
construto), assim como reducdo do peso corporal quando submetidos a tratamento
farmacoldgico que afeta o apetite (como a sibutramina, por exemplo) (validade

preditiva)!32.

1.1.4 Tratamento da obesidade

O tratamento da obesidade é extremamente importante e deve buscar nao
somente a perda de peso, mas também a saude metabdlica do individuo. A
implementacdo de um plano dietoterapico hipoenergético aliado a educacao
nutricional e ao aumento da atividade fisica constituem o tratamento convencional e

de primeira escolha para a obesidade. O insucesso dessas medidas, principalmente
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guanto a manutencdo dos resultados, tem enfatizado a necessidade de recursos
terapéuticos coadjuvantes'%141 No entanto, a terapia farmacolégica tem se mostrado
repleta de efeitos adversos graves e muitos medicamentos foram retirados do
mercado por exibirem relacdes risco-beneficio desfavoraveis®:140.141,

Assim, tendo em vista o aumento das taxas mundiais de obesidade, bem como
as dificuldades de tratamento recorrentes atualmente observadas, estudos se fazem
necessarios para ampliar as opc¢des de tratamento. Neste contexto, estudos vém
investigando a capacidade dos &cidos graxos 6mega-3 neutralizarem alteracfes

metabdlicas decorrentes da obesidade3031.37-41,

1.1.4.1 Omega-3

Os acidos graxos 6mega-3 (w-3, n-3 ou w-3) compreendem uma familia de
acidos graxos poli-insaturados (com mais de uma ligacao dupla) fundamentais para o
funcionamento do organismo, denominados A&cidos graxos essenciais4?143, A
designacédo 6mega esta relacionada com a posicdo da primeira ligacao dupla, sendo
que os acidos graxos 6mega-3 tém a primeira ligacao dupla entre o terceiro e o quarto
atomo de carbono!44. Os principais acidos graxos 6mega-3 sdo o acido alfa-linolénico
(ALA) (18 carbonos, 3 ligacdes duplas), o EPA (20 carbonos, 5 ligacdes duplas) e o
DHA (22 carbonos, 6 ligacdes duplas)!43-145 (Figura 10).
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Figura 10 — Estrutura quimica dos principais acidos graxos 6mega-3.

Fonte: Adaptado de Yates et al.146,


http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_graxo
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Os componentes lipidicos, especialmente os acidos graxos, exercem um papel
importante na estrutura das membranas celulares e em processos metaboélicos'44.
Como os acidos graxos 6mega-3 ndo podem ser sintetizados pelo organismo, eles
precisam ser obtidos a partir de fontes dietéticas!4?144, Estas fontes podem ser de
origem vegetal, na forma de ALA, ou a partir de algumas espécies de peixes, na forma
de EPA e DHA142.145,147,

O ALA, encontrado em linhaca, soja, chia, canola e nozes, pode ser
metabolizado em EPA e DHA, pela acédo das enzimas elongase e dessaturase!4+14®
(Figura 11). No entanto, os seres humanos sédo ineficientes em realizar esta sintese a
partir do ALA#>149 dado que estas enzimas sdo influenciadas por inlmeros aspectos
como tabagismo, consumo de alcool, diabetes mellitus, estresse e
envelhecimento!4%148.150 Qs peixes de origem marinha, como sardinha, salméo, atum,

cavala e arenque, representam as principais fontes de EPA e DHA44150,

Fontes alimentares de
Acido a - Linolénico (18:3 n-3) g origem vegetal

delta6 dessaturase L
18:4 n-3
efongase L
20:4 n-3
delta5 dessaturase L
Acido Eicosapentaendico (EPA 20:51-3) ¢ Fontes alimentares de
origem animal (peixes)
elongase L
Docosapentaendico (DPA 22:5 n-3)
elongase l
24:5n-3
delta6 dessaturase l
24:6 n-3
B-oxidagado l

. , Fontes alimentares de
Acido Docosahexaendico (DHA 22:6 n-3) «— origem animal (peixes)

Figura 11 — Metabolismo dos acidos graxos dmega-3. O ALA pode ser metabolizado em

EPA e DHA pela a¢éo das enzimas elongase e dessaturase.

Fonte: Adaptado de Gomez Candela et al.}*® e Barceld-Coblijn e Murphy4°,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Barcel%C3%B3-Coblijn%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19619583
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Murphy%20EJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19619583
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Os acidos graxos Omega-3 estdo presentes nas membranas celulares,
particularmente na bicamada lipidica da membrana plasméatica e, dependendo da
proporcao destes nas membranas, estas podem sofrer alteragGes de fluidez e, por
conseguinte, em suas fungdes!*3. O DHA, em especial, € um dos componentes mais
abundantes nos lipidios estruturais do cérebro!#®151 e componente-chave das
membranas neuronais em locais de transducéo de sinal, 0 que sugere que sua agao
é vital para a funcdo cerebral®®l. A incorporacdo de EPA e DHA na dieta pode
influenciar ndo sé a composicéo e estrutura lipidica das membranas celulares, mas
também as respostas fisioldgicas que dependem destas membranas, como é o caso
dos mecanismos de sinalizacdo celular6:52,

Estudos demonstraram que os &cidos graxos 6mega-3 sdo capazes de
influenciar o cérebro de varias maneiras ao longo da vida. Eles sao importantes no
inicio da vida para apoiar o desenvolvimento neural e prevenir alteracbes do
desenvolvimento neurolégico e continuam a ser importantes ao longo da vida para a
fluidez das membranas celulares, como mediadores inflamatérios e para a saude
cardiovasculart®3,

O 6mega-3 derivado do 6leo de peixe (EPA e DHA) exerce efeitos importantes
nas vias inflamatérias, atuando como anti-inflamatério'46.147.154.15 |sso se deve a sua
capacidade de interagir com as principais vias de sinalizacao inflamatorias, assim
como ao seu efeito supressor sobre a producéo de citocinas'46:1%. Os mecanismos de
acdo anti-inflamatorios exercidos pelo EPA e pelo DHA incluem supressao do NFkB
(pelo aumento da expressao do receptor ativado por proliferadores de peroxissoma —
PPAR, que previne a translocacdo do NFkB para o nucleo), reducéo da producéo de
eicosandides, bem como alteracdo da organizacdo de membranas, particularmente
as relacionadas com as fungées dos TLRs e na sinalizacéo dos linfécitos T150:154.157,
Além disso, as propriedades anti-inflamatérias do EPA e do DHA também sé&o
mediadas por meio da inibicdo das vias de sinalizacéo dos TLRs*%7,

O EPA e o DHA exercem os seus efeitos anti-inflamatorios diminuindo também
a producao de eicosanoides pro-inflamatorios derivados do acido araquidénico, bem
como servindo como substratos para a producdo de mediadores lipidicos com
propriedades de pré-resolucdo, tais como resolvinas, protectinas e maresinas®®’ 1%,
Esses mediadores lipidicos pro-resolutivos possuem  potentes acdes
imunorreguladoras, visto que ativam mecanismos especificos para promover a

resolucéo da inflamacéo®®" 1%, Os mediadores derivados do EPA sdo conhecidos
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como resolvinas da série E, e aqueles derivados do DHA sdo nomeados como
resolvinas da série D, enquanto que protectinas e maresinas sédo derivadas apenas
do DHA%:157.158 (s efeitos anti-inflamatérios do EPA e do DHA estéo ilustrados na
Figura 12.
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Figura 12 — Efeitos anti-inflamatérios do EPA e do DHA. AA: &4cido araquidénico; PUFA:
acidos graxos poli-insaturados
Fonte: Chapkin et al®%4,

Além disso, outros efeitos documentados de 6mega-3 incluem beneficios
cardiovasculares, como reducao de triglicerideos, arritmias cardiacas, pressao arterial
e agregacao plaquetaria®®®16°, Estudos mostraram ainda que uma dieta enriquecida
com Omega-3 pode ser capaz de inibir a neuroinflamacéo, retardar o estresse
oxidativo e a apoptose celular*246.152, Porém, muitos mecanismos pelos quais o
Omega-3 poderia exercer estes efeitos e a relagdo com muitas doencgas, como a
obesidade por exemplo, ainda ndo estdo esclarecidos. Dessa forma, considerando

que a inflamacdo e alteracdes relacionadas estdo fortemente ligadas a muitas
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doencas cronicas, a ingestdo de 6mega-3 (principalmente na forma de EPA e DHA)
pode desempenhar um papel fundamental na prevencao e/ou no tratamento destas

doen(;as31,46,148.

1.1.4.2 Obesidade e 6mega-3

O 6mega-3 tem potencial para induzir uma série de efeitos que podem ser Uteis
para o tratamento da obesidade'f. A maior parte dos estudos com émega-3 e
obesidade tem focado em tecidos periféricos, plasma e soro. O 6mega-3 tem mostrado
diversos efeitos benéficos sobre alteracdes relacionadas a obesidade em animais, tais
como reducdo no ganho de gordura corporal, melhora do perfil lipidico, da resisténcia
a insulina, da intolerancia a glicose e da esteatose hepética, bem como reducdo da
inflamacédo em tecidos periféricos3?37. O efeito do 6mega-3 sobre alteracdes cerebrais
relacionadas a obesidade foi menos estudado, sendo o maior foco dos estudos no
hipotalamo. O dmega-3 mostrou efeitos benéficos na modulacdo da inflamacéo e
funcdo hipotalamica em roedores**“5, e inclusive foi capaz de reverter o efeito
negativo na expressdo génica do fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF)
causado pela obesidade no hipotdlamo de ratos'®?. Uma revisdo de estudos em
animais sobre 6mega-3 para a obesidade (e alteracbes relacionadas) esta
apresentada na Tabela 1.

Em humanos com excesso de peso ou obesidade, estudos mostraram que o
tratamento com émega-3 pode reduzir a adiposidade, a inflamacao (tecido adiposo e
soro), os triglicerideos e o estresse oxidativo no plasma, sugerindo que o 6mega-3
pode ser benéfico para auxiliar no tratamento da obesidade3®3%163, Uma revisdo de
estudos em humanos sobre 6mega-3 para a obesidade (e alteracdes relacionadas)

estd apresentada na Tabela 2.
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Tabela 1 — Revisdo de estudos em animais sobre dGmega-3 para a obesidade (e alteracdes relacionadas).

(continua)
Autores Animais Grupos / Intervencao Duracéo Tecidos Principais resultados (principais
avaliados efeitos do 6mega-3)
Mori et al.1®¢  Camundongos Expt. 1 (5 grupos): 5%TG, 30%TG, 28%TG + Expt. 1: 5 Sangue, tecido | gordura hepatica e ganho de peso
C57BL/6J 2%FO0, 26%TG + 4%FO, ou 22%TG + 8%FO meses adiposo, figado, corporal
Expt. 2 (3 grupos): 5%TG, 30%TG or 22%TG Expt. 2: 2 e mucosa 1 catabolismo de acidos graxos no
+ 8%FO semanas intestinal intestino delgado
Rokling- Ratos Wistar Grupo 1: Banha de porco (19.5%) 7 semanas Plasma, tecido | depésitos adiposos viscerais (sem
Andersen et Grupo 2: Omega-3 (9.1% banha de porco e adiposo, afetar o peso corporal e a composicao
al.s? 10.4% TriomarTM - EPA e DHA) musculo e corporal)
figado | concentragao plasmaticas de lipidios
Samane et Ratos Wistar Grupo 1: Dieta padréo (controles) 4 semanas Plasma, tecido FO preveniu o0 acumulo de gordura,
al.s3 Grupo 2: HFHS adiposo, reduziu a glicemia de jejum e normalizou
Grupo 3: HFHS com 6% da gordura musculo e as respostas glicémicas ou insulinicas ao
substituida por FO figado teste de tolerancia a glicose
Grupo 4: HFHS com 6% da gordura intraperitoneal. A ingestdo de FO também
substituida por 6leo de argan preveniu a resisténcia a insulina.
Kalupahana  Camundongos 1) Dieta com 10% de gordura; 2) HFD (45% 11e5 Plasma, tecido | peso corporal e adiposidade
etal.3%e C57BL/6J gordura); 3) HFD-EPA (15% gordura semanas adiposo e figado (prevencéao)
LeMieux et substituido por EPA; prevencao) por 11 | resisténcia a insulina, tamanho de
al.165 semanas; 4) HFD por 6 semanas e HFD- adipdcitos e infiltracdo de macréfagos
EPA por 5 semanas (reversao) (prevencéo e reverséo)
Cintraetal.®* Camundongos Camundongos: 8 semanas de racdo padrdo 8 semanas e Sangue, tecido | inflamagéao hipotalamica

Swiss e ratos ou HFD, e mais 8 com HFD + éleo de linhaca 1 semana adiposo e | resisténcia a insulina hipotalamica e
Wistar ou azeite de oliva (10, 20 ou 30% da gordura hipotalamo corporal
substituida). Ratos: HFD por 8 semanas e | adiposidade corporal
injecdo icv de albumina, 6mega-3, 6mega-9 | expresséao de proteinas apoptoéticas no
ou acido estearico por 1 semana hipotalamo
Liu et al.3® Camundongos 1) 5% éleo de milho (dieta controle) 4 semanas Soro e figado | acumulo de gordura corporal
C57BL/6J 2) Dieta HFHF | resisténcia a insulina e glicemia

3) Dieta HFHF com 1% fosfolipidios de soja
4) Dieta HFHF com 1% fosfolipidios de EPA

| niveis séricos de TNF-a e IL-6
lesteatose hepatica
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(continuacéao)

Autores Animais Grupos / Intervencao Duracéo Tecidos Principais resultados (principais

avaliados efeitos do 6mega-3)

Avila et al.166  Ratos Wistar Racéao padrao (grupo magro) ou HFD (grupo 8 semanas Miocardio e 1 atividade de enzimas antioxidantes
obeso) por 2 meses. Mais 2 meses, ratos aorta (superoxido dismutase e glutationa
obesos divididos: ndo suplementados; peroxidase)
resveratrol; FO; ou resveratrol + FO | produgédo de superdxido

ldano oxidativo a lipidios e proteinas

Pimentel et Ratos Wistar 1) Racao balanceada 8 semanas Sangue, figado, | niveis hipotalamicos de TNF-a e IL-6

al.+3 2) HFD com 6leo de soja musculo 1 niveis do receptor de IL-10
3) HFD com FO gastrocnémioe | TNF-a e IL-6 em musculo e figado

hipotalamo

Rossmeisl et Camundongos 1) cHF 7 semanas Plasma, tecido Prevencéo de ganho de peso

al.s6 C57BL/6J 2) cHF com 10% lipidios substituidos por adiposo e figado Prevencéo de resisténcia a insulina
omega-3 (DHA/EPA) | colesterol hepéatico e plasmatico
3) cHF com rosiglitazona | gordura abdominal
4) cHF com émega-3 e rosiglitazona | triacilglicerdis plasmaticos
5) Racéo padrdo (controles magros) | esteatose hepatica

Bargut et Camundongos 1) Racao padrao (10% gordura) 8 semanas Sangue e | ganho de massa corporal e adiposidade

al.’’ C57BL/6J 2) Racéo padrédo+FO (10% gordura) gordura Melhorou tolerancia a glicose e
3) HFD (50% gordura/banha de porco) epididimal sinalizacédo de insulina
4) HFD+FO (50% gordura/FO) | resisténcia a insulina na gordura

| inflamagao na gordura
Philp et al.167 Camundongos 1) Racgéo padrédo 14 semanas  Mdusculo FO preveniu a disfun¢éo induzida por
C57BL/6J 2) Dieta rica em gordura saturada esquelético e gordura saturada em vias de metabolismo
3) Dieta rica em gordura saturada com 7,5% plasma lipidico em musculo esquelético.
substituido por FO

Yook et al.’68  Camundongos Dieta normal ou HFD por 8 semanas, mais 8 8 semanas Sangue, figado | ganho de peso corporal

C57BL/6J semanas de suplementacédo oral: 1) dieta e gordura | peso da gordura epidididimal
normal+dgua; 2) HFD+agua; 3) HFD+sebo epididimal | triglicerideos e colesterol total

de carne; 4) HFD+6leo de milho; 5)
HFD+FO; ou 6) HFD+MO

| concentragdes séricas de insulina e
leptina (menores no grupo MO)
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(concluséo)

Autores Animais Grupos / Intervencao Duracéo Tecidos Principais resultados (principais
avaliados efeitos do 6mega-3)
Ferramosca  Ratos 1) Controles (dieta padréo) 4 semanas Plasma e figado | triglicerideos e colesterol
et al.169 Sprague- 2) Grupo HFD (35% gordura saturada e 1 oxidacao de acidos graxos (figado)
Dawley monoinsaturada) 1 atividade da citrato sintase e dos
3) Grupo HFD + KO (dieta HFD + 2,5% KO) complexos da cadeia respiratéria (figado)
Abdel- Ratos 1) Controles (ragdo normal) 2 semanas Sangue e | colesterol total sérico, TG, nivel sérico
Maksoud et Sprague- 2) Obesos (HFD; 60% gordura saturada) hipotalamo de glicose e indice HOMA
al.162 Dawley 3) Omega-3 (HFD; 60% gordura saturada; Omega-3 também reverteu o efeito
administragdo oral de 6mega-3 DHA/EPA da negativo na expressao do gene de BDNF
122 a 142 semana) no hipotalamo causado pela obesidade.
Cavaliere et  Ratos Wistar 1) Dieta controle 6 semanas Sangue, | massa gorda e ganho de peso corporal
al.1%e 2) HFD rica em banha de porco musculo | perfil lipidico e resisténcia a insulina
Viggiano et 3) HFD rica em FO esquelético e 1 oxidacao lipidica
al.44 hipotalamo | geragdo de EROs na mitocdndria
| para@metros pré-inflamatorios
Saetall™ Camundongos 4 semanas com dieta controle e mais 8 12 semanas Sangue e tecido FO exerceu efeitos benéficos sobre a
C57BL/6J semanas: dieta controle, dieta controle+FO, adiposo dislipidemia e a resisténcia a insulina
HFD ou HFD+FO (FO via gavagem; 3 x (inguinal e FO preveniu alteracdes induzidas pela
semana) retroperitoneal) HFD no tecido adiposo
Go et al.17? Camundongos HFD por 4 semanas para induzir obesidade e 9 semanas Sangue e figado | peso (a perda induzida por MO foi a
C57BL/6J 9 semanas adicionais com administra¢do mais significativa). O MO mostrou um

oral de: PBS (controles), MO, FO ou éleo de

milho (consumindo dieta hormal)

aparente efeito inibitério no acumulo de
lipidios no figado.

|, redugdo. 1, aumento. cHF, Dieta com alto teor de gordura (6leo de milho). Expt., experimento. TG, triacilglicerol. FO, 6leo de peixe. HFD, dieta com alto teor
de gordura. HFHF, dieta com alto teor de gordura e frutose. HFHS, dieta com alto teor de gordura e sacarose. Icv, intracerebroventricular. KO, 6leo de krill.
MO, 6leo de microalgas. A coluna 'Duragédo’ refere-se ao tempo que o dmega-3 foi testado, ndo ao experimento completo.
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Autores Amostra Grupos / Intervencéao Duracdo Principais resultados (principais efeitos do
6mega-3)
Itariu et al.38 55 pacientes obesos ndo 1) 3,36g 6mega-3/dia (EPA e DHA; n=27) 2 meses | expressao génica de marcadores inflamatoérios em
diabéticos 2) manteiga (controle; n=28) tecido adiposo
1 producéo de eicosanoides anti-inflamatérios em
tecido adiposo
| IL-6 e triglicerideos
Kiecolt- 138 individuos de meia- 1) cépsulas de placebo (n=46) 4 meses | IL-6 no soro (nhas 2 doses)
Glaser et idade e idosos saudéaveis, 2) 1.25 g/dia 6mega-3 (EPA/DHA; n=46) | TNF-a no soro (nas 2 doses)
al.163 sedentarios e com 3) 2.5 g/dia 6mega-3 (EPA/DHA; n=46)
sobrepeso
Kiecolt- 106 healthy sedentary 1) cépsulas de placebo (n=31) 4 meses | estresse oxidativo no plasma (avaliado por F2-
Glaser et overweight middle-aged 2) 1.25 g/dia 6mega-3 (EPA/DHA; n=40) isoprostanos)
al.®® and older adults 3) 2.5 g/dia dBmega-3 (EPA/DHA; n=35)
Gonzélez- 60 mulheres adultas 1) placebo, vitamina E (n=20) 3 meses | peso corporal, IMC e massa gorda total
Acevedo et obesas 2) 1g dmega-3 (EPA/DHA; n=20) Essas diferencas foram significativamente maiores
al.40 3) 2g 6mega-3 (EPA/DHA; n=20) no grupo que recebeu 2g de 6mega-3.
3 grupos - dieta e exercicio moderado
Juarez- 201 criancas e 1) 500mg de metformina (n=98) 3 meses | concentracdes de glicose e insulina
Lopez et al.** adolescentes obesos e 2) 1.8g de 6Bmega-3 (EPA/DHA; n=103) | triglicerideos
resistentes a insulina | IMC
Haghravan et 50 mulheres com excesso 1) dmega-3 (n=25) ou 2) placebo (n=25). 2 meses | peso corporal, porcentagem de gordura corporal,
al.17s de peso 2 grupos -» programa de exercicios circunferéncia da cintura e dobra cutanea abdominal.
aerobicos e educacgéo dietética Omega-3 também melhorou o resultado VO2max.
Ellulu et al.x™* 64 obesos hipertensos 1) dmega-3 (EPA e DHA; n=31) 2meses | nivel de proteina C reativa de alta sensibilidade
e/ou diabéticos 2) grupo controle (n=33) | glicemia em jejum
| triglicerideos
Wang et 99 diabéticos tipo 2 com 1) 4g/dia FO (2,4g bmega-3; n=49) 6 meses | triglicerideos
al.17s obesidade abdominal 2) placebo (6leo de milho; n=50) 1 HDL-C

|, reducdo. 1, aumento. FO, éleo de peixe. IMC, indice de massa corporal.
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Os acidos graxos O0mega-3, especialmente na forma de EPA e DHA,
demonstraram poder desempenhar um papel importante no tratamento da
obesidade®®"176.177 Uma revisdo sistematica com meta-analise conduzida por Bender
e colaboradores!’® mostrou evidéncias de que o consumo de peixe ou 6leo de peixe
encapsulado (ricos em 6mega-3) estdo relacionados com leves reducbes no peso
corporal e na circunferéncia da cintura. No entanto, estes autores concluiram que mais
pesquisas sdo necessarias para esclarecer os possiveis mecanismos pelos quais o0
dmega-3 pode levar a reducdes no pesol’s,

Ja uma meta-analise conduzida por Du e colaboradores!’® identificou que o
Oleo de peixe nao teve efeito sobre a reducéo do peso corporal e do IMC em individuos
com sobrepeso ou obesidade. No entanto, a circunferéncia da cintura e a relacao
cintura quadril foram significativamente reduzidas em individuos suplementados com
Oleo de peixe, especialmente quando combinado com modificacdo no estilo de vida.
Os autores concluem que as evidéncias nao provaram que a ingestao de 6leo de peixe
pode diminuir o peso corporal em adultos com sobrepeso ou obesidade, mas que
estes individuos podem se beneficiar de reducdo da gordura abdominal. O estudo
também ressalta que os resultados devem ser tratados com cautela e sugerem uma
investigacdo em grande escala durante um longo periodo para determinar conclusdes
definitivas!’.

Uma meta-andlise mais recente conduzida por Zhang e colaboradores®®
também mostrou que ndo existe diferenca estatisticamente significativa na perda de
peso ao se comparar o uso de 6mega-3 com placebo, enquanto que o dmega-3
mostrou que pode efetivamente reduzir a circunferéncia da cintura e os niveis de
triglicerideos em adultos com sobrepeso e obesidade. Os autores também sugeriram
mais estudos para explorar e esclarecer esta questao®.

O 6mega-3 (EPA e DHA) pode modular o nimero de adipécitos, regulando a
proliferacéo, diferenciacdo e apoptose de adipocitos. O 6mega-3 também regula vias
relacionadas ao armazenamento e a mobilizacdo de gordura, diminuindo o acumulo
de lipidios e favorecendo o metabolismo oxidativo dos adipocitos ao estimular a
biogénese mitocondrial e a oxidag&o de acidos graxos. Além disso, o 6mega-3 pode
modular a sensibilidade a insulina e a utilizacdo de glicose nos adip6citos!®®.

Outros mecanismos pelos quais o EPA e o DHA podem ajudar a tratar a
obesidade estéo relacionados a capacidade destas substancias inibirem a atividade

do NFkB e a sinalizagédo inflamatéria mediada pelo TLR%’. O 6mega-3 também pode
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reduzir a inflamagdo no tecido adiposo por meio da regulacdo da producdo de
citocinas pré-inflamatérias, diminuindo a infiltracdo de macrofagos M1 e reduzindo a
formacdo de mediadores lipidicos pré-inflamatérios derivados do 6mega-6°8. O
Omega-3 pode inclusive polarizar macréfagos e micréglias em direcéo ao fendétipo anti-
inflamatério!8:182 Além disso, o tratamento com dmega-3 pode aumentar a producgédo
de mediadores lipidicos com propriedades de pro-resolucéo (resolvinas, protectinas e
maresinas) no tecido adiposo'®18 e promover a reducdo da inflamacéo tanto no
tecido adiposo como sistémica®.

Considerando o exposto, ainda se observa muitas lacunas quanto aos efeitos
e possiveis mecanismos pelos quais o 6mega-3 poderia auxiliar no tratamento da
obesidade. A maior parte dos estudos tem focado em tecidos periféricos, sendo que
0 SNC tem sido pouco explorado. No SNC, o foco tem sido apenas no hipotalamo,
sendo que o efeito do 6mega-3 em outras estruturas cerebrais néo foi explorado em
modelos animais de obesidade. Além disso, o foco da maior parte dos estudos vem
sendo o efeito do 6mega-3 na inflamacao, de forma que altera¢cdes relacionadas ao
processo inflamat6rio como estresse oxidativo e disfuncdo mitocondrial foram pouco
explorados. Observa-se também muita diferenca nas etapas metodolégicas dos
estudos, tanto com animais quanto com seres humanos, o que limita e dificulta a
comparacao e a generalizacdo dos resultados. Alguns estudos ao enriquecer a racao
com dmega-3 (6leo de linhaga) reduziram a quantidade de banha de porco ofertada
aos animais, simulando uma reeducacdo alimentar®®, outros estudos apenas
comparam o consumo de dieta rica em dmega-3 com consumo de dieta rica em banha
de porco ou 6leo de soja, sem inducédo prévia de obesidade****. As revisbes
sistematicas com meta-analise tém focado principalmente no peso, e, em geral, apos
a revisdo de literatura, parece-nos que o efeito benéfico do 6mega-3 nao seria no
peso, mas sim na reducdo das alteracdes metabdlicas relacionadas a obesidade.
Portanto, este estudo buscou verificar os efeitos do tratamento com 6mega-3 (na
forma de Oleo de peixe) em parametros inflamatérios e bioquimicos (estresse oxidativo
e metabolismo energético) em um modelo animal de obesidade sem alteracdo na
dieta, ou seja, verificar se o0 6mega-3 teria um efeito benéfico mesmo se mantido o

consumo em excesso de gordura saturada (Figura 13).
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O dleo de peixe rico em 6mega-3 é capaz de reverter alteragbes inflamatdrias e
bioquimicas na gordura visceral e no cérebro (apos indugao de obesidade e mesmo

se mantido o consumo em excesso de gordura saturada?

Figura 13 — Relacao entre alteracBes inflamatorias e bioquimicas na obesidade: alvos

para a acdo do 6mega-3.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial nutracéutico do 6mega-3 em camundongos submetidos a

obesidade induzida por dieta hiperlipidica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o efeito do 6mega-3 sobre o consumo alimentar de camundongos
submetidos a obesidade induzida por dieta hiperlipidica;

e Avaliar o efeito do dmega-3 sobre o peso corporal e 0 peso da gordura visceral
de camundongos submetidos a obesidade induzida por dieta hiperlipidica;

e Avaliar o efeito do 6Gmega-3 sobre parametros inflamatérios (niveis de TNF—q,
IL-1B e IL-10) no cérebro de camundongos submetidos a obesidade induzida
por dieta hiperlipidica;

e Avaliar o efeito do 6mega-3 sobre o0 dano oxidativo a lipidios e a proteinas na
gordura visceral e no cérebro de camundongos submetidos a obesidade
induzida por dieta hiperlipidica;

e Avaliar o efeito do 6mega-3 sobre a atividade das enzimas antioxidantes SOD
e CAT, e sobre os niveis de GSH na gordura visceral e no cérebro de
camundongos submetidos a obesidade induzida por dieta hiperlipidica;

e Avaliar o efeito do 6mega-3 sobre a atividade de enzimas do ciclo de Krebs
(citrato sintase, isocitrato desidrogenase, a-cetoglutarato desidrogenase,
succinato desidrogenase e malato desidrogenase) na gordura visceral e no
cérebro de camundongos submetidos a obesidade induzida por dieta
hiperlipidica,

e Avaliar o efeito do dmega-3 sobre a atividade dos complexos I, Il e IV da cadeia
respiratdria mitocondrial na gordura visceral e no cérebro de camundongos

submetidos a obesidade induzida por dieta hiperlipidica.
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3. METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO

O presente trabalho trata-se de um estudo experimental com modelo animal de

obesidade induzida pelo consumo de dieta hiperlipidica.

3.2 ANIMAIS

Foram utilizados 300 camundongos Swiss machos (Mus musculus) com 40 dias
de idade, pesando inicialmente entre 30-40g, procedentes do Biotério da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC). Os animais foram acomodados em gaiolas para
camundongos no biotério da Universidade do Sul de Santa Catarina (UNISUL), onde
a inducéao de obesidade foi realizada. Os camundongos tiveram livre acesso a agua e
racao e foram mantidos em ciclos de claro/escuro de 12 horas cada e temperatura de
23+1°C.

Os camundongos foram alojados em gaiolas individuais, a fim de impedir brigas
entre eles, bem como para permitir a avaliacdo do consumo alimentar individual,
procedimento recomendado durante a inducdo de obesidade em animais!®*. Este
procedimento de manter camundongos machos isolados € comum em experimentos
longos, como a inducdo de obesidade por exemplo*>1¢7, visto que estes animais
podem apresentar agressividade e acabam causando lesdes graves que

comprometem e invalidam o estudo.

3.3 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Neste estudo foi induzido um quadro de obesidade em camundongos (a partir
do consumo de dieta hiperlipidica por dez semanas) e avaliado o efeito da
administracdo de 6mega-3 nas Ultimas quatro semanas. A Figura 14 resume 0

delineamento deste estudo.
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10 semanas
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Tratamento com émega-3
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Dieta normolipidica <
(controle; n=150) Dieta normolipidica + 6mega-3 (controle + 6mega-3; n=75)

Dieta hiperlipidica Dieta hiperlipidica + salina (obeso + salina; n=75)
(obeso; n=150)

Dieta hiperlipidica + dmega-3 (obeso + 6mega-3; n=75)

Camundongos
Swiss <
machos

Figura 14 — Delineamento do estudo.

No que diz respeito ao tempo para a inducao da obesidade em camundongos
por dieta hiperlipidica, existe muita variabilidade nos trabalhos publicados, sendo que,
na maior parte deles, o tempo varia de seis a doze semanas3+*>131, No Laboratério
de Neurobiologia de Processos Inflamatérios e Metabdlicos da UNISUL, onde foi
realizado este estudo, a indugcdo do modelo animal de obesidade por dieta
hiperlipidica foi padronizada em dez semanas. No entanto, estudos prévios realizados
no supracitado laboratorio (dados néo publicados) permitiram observar que com seis
semanas de consumo de dieta hiperlipidica os camundongos ja apresentaram
diferenca estatisticamente significativa no peso corporal, 0 que ja permite a introducao
de um tratamento. Este procedimento de introduzir o tratamento apos seis semanas
para estudar se determinadas propostas terapéuticas sao capazes de reverter as
alteracbes causadas por dietas hiperlipidicas ja foi relatado em estudo prévio
conduzido por Kalupahana e colaboradores34. A escolha de quatro semanas de
tratamento foi baseada e adaptada a partir de estudos prévios3>85, Apesar do
experimento ter uma duracdo total de dez semanas, ndo foi possivel trabalhar
simultaneamente com 300 animais (os animais ficaram alojados individualmente),
sendo que foi necessario realizar quatro experimentos de dez semanas cada para
completar o tamanho amostral.

O protocolo para inducdo da obesidade e a composicdo das dietas também

foram baseados e adaptados de estudos prévios*>186, Todos os animais tiveram livre
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acesso a agua e racao (normolipidica ou hiperlipidica) durante o experimento. No 1°
dia de experimento os animais foram pesados e divididos em dois grupos de igual

namero. Os grupos foram divididos de forma que tivessem média de peso semelhante.

- Dieta normolipidica (grupo controle)

- Dieta hiperlipidica (grupo obeso)

Os camundongos foram mantidos nas respectivas dietas por dez semanas e
foram pesados semanalmente. A racdo dos animais foi adquirida de empresa
especializada em desenvolvimento e producdo de dietas padronizadas para
experimentacdo animal (PragSolu¢gbes Biociéncias — PragSolugcbes Comércio e
Servicos Ltda — ME). Os dois tipos de racdo (normolipidica e hiperlipidica) foram
adquiridos da mesma empresa, visto que os ingredientes e a quantidade de
micronutrientes da racdo podem variar de uma marca para outra e iSso poderia
interferir nos resultados do estudo.

Além disso, a racao do grupo controle teve os mesmos ingredientes da racao
hiperlipidica, com excecao da banha de porco, fonte de gordura saturada utilizada
para induzir obesidade. E recomendado na literatura cientifica que néo se utilize racao
padrao para roedores comumente utilizada em biotério (feita com farelo de trigo, milho,
Soja, entre outros cereais) para 0s animais do grupo controle em experimentos para
induzir obesidade com dieta rica em gordura, visto que ela ndo € comparavel com os
ingredientes das dietas hiperlipidicas que séo geralmente utilizadas®’.

A dieta hiperlipidica forneceu mais calorias e maior percentual de gordura
saturada que a dieta normolipidica. O percentual de gordura saturada em torno de
60%kcal na dieta hiperlipidica é preconizado para a inducdo da obesidade em
camundongos®®*. A composicéo, o valor calérico e o percentual de macronutrientes
das dietas que foram utilizadas estédo descritas nos Quadros 1 e 2 na sequéncia. As
informagdes foram baseadas em laudo fornecido pelo fabricante da racdo e em

estudos prévios*5:186,
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Quadro 1 — Composicao e valor calorico das dietas utilizadas.

COMPOSICAO E VALOR CALORICO A CADA 1000G (1KG) DE RACAO

Racéao controle Racéo hiperlipidica
Ingredientes a/kg kcal/kg g/kg kcal/kg
Amido de milho 427,5 1710 1155 462
Caseina 200 800 200 800
Sacarose 132 528 132 528
Amido dextrinizado 100 400 100 400
Oleo de soja 40 360 40 360
Banha de porco - - 312 2808
Celulose 50 - 50 -
Mix de minerais 35 - 35 -
Mix de vitaminas 10 - 10 -
L-Cistina 3 - 3 -
Bitartarato de colina 2,5 - 2,5 -
Butil hidroxitolueno (BHT) 0,028 - 0,028 -
Total 1000,028 3798 1000,028 5358

Fonte: Adaptado de PragSolucdes Biociéncias, Cintra et al.*> e Razolli et al.86,

Quadro 2 — Percentual dos macronutrientes das dietas utilizadas.

PERCENTUAL DE MACRONUTRIENTES (%kcal)

Racao controle Racao hiperlipidica
Carboidratos 69 % 26 %
Proteinas 21 % 15 %
Lipidios 10 % 59 %

O consumo alimentar foi mensurado a cada 48 horas. A avaliagdo do consumo
alimentar é indicada durante a inducdo de obesidade em animais'34, pois pode-se
acompanhar a aceitacdo da dieta, detectar alteracdes e influéncias ambientais, bem
como acompanhar a relagdo com a evolugéo do peso.

Apos seis semanas de protocolo de dieta, o peso corporal foi aferido e utilizado
para verificar se havia diferenca estatisticamente significativa entre os grupos. Apos

confirmada a diferenga, os camundongos foram randomizados em quatro grupos (com
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igual nimero de animais cada) para o tratamento com dmega-3, nos seguintes

regimes, nos quais foram mantidos por quatro semanas:

- Dieta normolipidica + salina (grupo controle + salina; n=75)
- Dieta normolipidica + 6mega-3 (grupo controle + 6mega-3; n=75)
- Dieta hiperlipidica + salina (grupo obeso + salina; n=75)

- Dieta hiperlipidica + dmega-3 (grupo obeso + dmega-3; n=75)

O numero final de animais por grupo foi estabelecido em 75 por conta do
tamanho das estrututuras cerebrais, sendo que para a maior parte das analises do
tecido cerebral foi necessario utilizar cinco animais distintos de cada um dos grupos
experimentais (n=15 parametros inflamatérios, n=10 dano oxidativo, n=15 defesa
antioxidante, n=20 ciclo de Krebs e n=15 cadeia respiratdria). O tratamento foi
realizado utilizando-se 6leo de peixe rico em 6mega-3 (contendo 120 mg de DHA e
180 mg de EPA por g de Oleo de peixe, marca Performance Science Nutrition,
fabricado e distribuido por Performance Trading Imp. Exp. e Com. Ltda.). O 6leo de
peixe foi administrado diariamente por via oral, com agulha de gavagem para
camundongos, na dose de 400 mg/kg. A dose foi baseada em estudo prévio conduzido
por Abdel-Maksoud e colaboradores!®?, que mostrou que esta dose e estas
quantidades de DHA e EPA tiveram efeitos benéficos a nivel cerebral. Relativo ao
valor cal6rico do 6leo de peixe, 0 mesmo fornece 9kcal/g, o que considerando a dose
administrada aos animais, ndo adiciona valor calorico relevante a dieta dos animais.
Os animais dos grupos ‘Controle + Salina’ e ‘Obeso + Salina’ receberam a mesma
dose (400 mg/kg) de solucéo salina (solucéo isotonica de Cloreto de Sodio a 0,9%).

Durante este periodo de quatro semanas, 0S animais continuaram sendo
pesados semanalmente. Apds a Ultima pesagem, os animais foram mortos por
decapitacdo. O método fisico para a morte (decapitagéo) se justifica pelo fato de que
0os métodos quimicos (farmacos) interferem nas analises bioquimicas que foram

realizadas e poderiam, portanto, invalidar o estudo'®8,

3.4 CONSUMO ALIMENTAR

O consumo alimentar foi mensurado a cada 48 horas e foi calculado por meio

da diferenca entre a racdo ofertada e as sobras. A média da quantidade consumida
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em gramas (média semanal e média total das 10 semanas de experimento) foi

transformada em Kcal.

3.5 REMOCAO E ARMAZENAMENTO DOS TECIDOS

ApGs a morte dos animais, a cavidade abdominal foi aberta e o tecido adiposo
da regido mesentérica, localizado ao longo do trato intestinal*®’, foi retirado. O cérebro
dos animais também foi rapidamente removido e, na sequéncia, as estruturas
cerebrais hipotalamo, hipocampo, cortex pré-frontal e estriado foram isoladas. A
gordura visceral e o tecido cerebral foram armazenados a -80°C até serem utilizados

nas andlises de parametros inflamatorios e bioquimicos.

3.6 PESO DA GORDURA VISCERAL

Para mensurar a gordura visceral, o tecido adiposo da regido mesentérica foi
pesado em balanca de alta precisdo. ApoOs este procedimento, foi determinada a
relacdo entre o peso do tecido adiposo visceral e o peso do animal. Os resultados
foram expressos em g/100g peso corporal.

3.7 PARAMETROS INFLAMATORIOS

Os niveis de TNF—aq, IL-1B e IL-10 nas estruturas cerebrais foram determinados
pela técnica de Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) em leitor de
microplacas com a utilizagdo de kits comerciais, seguindo as recomendacdes do
fabricante. Os niveis de TNF—q, IL-1B e IL-10 foram normalizadas pelo conteddo de
proteinas, que foram determinadas conforme método de Lowry e colaboradores!®. Os

resultados foram expressos em picogramas por mililitro (pg/mL).

3.8 PARAMETROS BIOQUIMICOS

3.8.1 Dano oxidativo a lipidios e a proteinas

O dano oxidativo em lipidos na gordura visceral foi avaliado pela formacéo de

substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS, do inglés thiobarbituric acid
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reactive substances), conforme descrito por Draper e Hadley!®. A formacdo de
TBARS durante uma reacdo acido-aquecimento € amplamente adotada como um
método sensivel para a medi¢do da peroxidacao lipidica. Nesta técnica, as amostras
foram misturadas com 1 ml de acido tricloroacético 10% e 1 ml de &cido tiobarbiturico
0,67%. Posteriormente, foram aquecidas em banho de agua fervente (100°C) durante
30 min. Os equivalentes de malondialdeido foram determinados pela absorbancia em
532 nm, utilizando-se 1,1,3,3-tetrametoxipropano como padréo externo.

Como indice de peroxidacdo de lipidios nas estruturas cerebrais foi verificado
a formacao de malondialdeido, mensurado por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(Prominence Shimadzu em coluna Ascentis® C18, 250 x 2.1 mm, 5 um, Supelco
Sigma-Aldrich), conforme descrito por Grotto e colaboradores'®?.

O dano oxidativo em proteinas, tanto na gordura como no cérebro, foi avaliado
pela quantificacdo de proteinas carboniladas por meio da reacdo de grupamentos
carbonilas em proteinas oxidadas, com base na reacdo com dinitrofenilhidrazina,
conforme método descrito por Levine et al.1®?. Nesta técnica as proteinas foram
precipitadas por adicdo de &cido tricloroacético a 20% e dissolvidas em
dinitrofenilhidrazina. A absorbancia foi avaliada em 340 nm.

As analises foram normalizadas pelo contetdo de proteinas, determinados pelo
método de Lowry e colaboradores!®. Os resultados foram expressos em nmol/mg

proteina.

3.8.2 Defesa antioxidante

A atividade da enzima antioxidante SOD foi determinada pela inibicdo da auto-
oxidacdo da adrenalina medida espectrofotometricamente, conforme descrito por
Bannister e Calabrese!®3. A técnica baseia-se na inibicdo da reacdo do radical O2e
com adrenalina, composto que se auto-oxida com variagdo de pH. A oxidacédo da
adrenalina leva a formacéao de adrenocromo e a atividade da SOD foi determinada
medindo-se a velocidade de formacdo do adrenocromo, determinada
espectrofotometricamente a 480 nm, em um meio de reacéo contendo glicina-NaOH
(50 mM em pH 10,2) e adrenalina 60 mM.

A atividade da enzima antioxidante CAT foi determinada medindo-se a taxa de
decaimento da absorbancia do H202 em 240nm, conforme técnica descrita por Aebit%.
Nesta técnica, os tecidos foram homogeneizados em tampao fosfato (pH 7,4) e
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centrifugados durante 10 min. Na sequéncia, a um meio de reacéao foi adicionado uma
aliquota de amostra e 1mL de substrato contendo H20: e tampao fosfato. As
absorbancias iniciais e finais foram registradas apos 1 e 6 min, respectivamente.

Os niveis de GSH foram determinados como descrito por Hissin e Hilf'%>, com
algumas adaptacdes. A GSH foi mensurada apés precipitacao de proteina com 1 mL
proteina de &cido tricloroacético 10%. Na sequéncia foi adicionado tampéao fosfato 800
mM, pH 7,4 e 500 pum de acido 5,5-ditiobis-(2-nitrobenzdéico) (DTNB). O
desenvolvimento de cor resultante a partir da reacdo entre o DTNB e tidis atingiu um
maximo em 5 min e manteve-se estavel durante mais de 30 min. A absorbancia foi
lida a 412nm depois de 10 min. Uma curva padréo de glutationa reduzida foi usado
para calcular os niveis de GSH nas amostras.

Todas as andlises de antioxidantes foram normalizadas pelo contetdo de
proteinas, que foram determinadas pelo método de Lowry e colaboradores®®. Os
resultados das atividades das enzimas antioxidantes SOD e CAT foram expressos em

U/mg de proteina e os niveis de GSH em pmol/mg de proteina.

3.8.3 Metabolismo energético

3.8.3.1 Atividade de enzimas do ciclo de Krebs

A atividade da enzima citrato sintase foi avaliada de acordo com o método de
Faloona e Srere'®. Foi utilizado1 mM Tris-HCI, pH 8,0, 2,5 mM de acetil-CoA
(concentracdo no meio de 0,1 mM), 1 mM de 5,5 '-di-tio-bis-(acido 2-nitrobenzdico)
(concentracdo no meio de 0,1 mM), 0,1% de Triton X-100 (concentracdo no meio de
0,1%), oxaloacetato 4 mM (concentracdo no meio 0,2 mM) e 2-4 ug de proteina do
sobrenadante. A reacéao foi iniciada pela adicdo de oxaloacetato e acompanhada em
412 nm em espectrofotdmetro.

A atividade da enzima isocitrato desidrogenase foi determinada conforme
método descrito por Plaut'%’. Foi utilizado tampé&o Tris 33mM, pH 7,4, rotenona 10 uM,
MnCI2 1,2 mM, ADP 0,67 mM, Triton X-100 0,1%, nicotinamida adenina dinucleotideo
(NAD+) 0,3 mM e isocitrato 5 mM. A reducao do NAD+ a NADH foi acompanhada em
espectrofotometro a 37°C em comprimento de onda de 340 nm.

A atividade da enzima a-cetoglutarato desidrogenase foi determinada conforme

técnica descrita por Tretter e Adam-Vizi®®, pela formacdo de NADH em um meio de
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incubagédo contendo K2HPO450 mM, Triton X-100 0,1%, MgCl2 1 mM, tiamina
pirofosfato 0,2 mM, EGTA 100 uM, coenzima A-SH 50 mM, a-cetoglutarato 1 mM e
NAD*2 mM, pH 7,35. A redugdo do NAD*a NADH foi acompanhada em
espectrofotometro a 37°C em comprimento de onda de 340 nm.

A atividade da enzima succinato desidrogenase foi determinada de acordo com
o método descrito por Fischer e colaboradores!®®. A um meio de incubacéo foi
adicionado tampéao fosfato de potassio 62,4 mM pH 7,4, succinato de sédio 250 mM e
2,6-dicloroindofenol (2,6-DCIP) e amostra. Os sistemas foram pré-incubados por 20
minutos a 30°C em banho-maria e, apds, foi adicionado azida sodica 100 mM,
rotenona 1 mM, 2,6-DCIP e metassulfato de fenazina. A reducdo do 2,6-DCIP foi
determinada em 600 nm durante 5 minutos em espectrofotdmetro.

A atividade da enzima malato desidrogenase foi avaliada de acordo com o
método descrito por Kitto?®. Foi utilizado 10 uM de rotenona, 0,2% de Triton X-100,
0,14 mM de NADH e 50 mM tampéo de fosfato de potassio, pH 7,4, a 37°C. A reacao
foi iniciada apds a adicdo de oxaloacetato 0,30 mM e o consumo de NADH foi
acompanhado pela reducdo da absorbancia em 340 nm durante 3 a 5 minutos a
37°C em espectrofotdmetro.

Todas as andlises de atividade das enzimas do ciclo de Krebs foram
normalizadas pelo conteido de proteinas, determinadas pelo método de Lowry e
colaboradores'®. Os resultados da atividade das enzimas do ciclo de Krebs foram

expressos em nmol/min x mg proteina.

3.8.3.2 Atividade de enzimas da cadeia respiratéria mitocondrial

A atividade do complexo | foi avaliada pelo método descrito por Cassina e
Radi’®! pela taxa de NADH-dependente da reducdo do ferricianeto. Em meio de
reacao foi adicionado tampdao fosfato de potassio 100 mM, ferricianeto 10 mM, NADH
14 mM, rotenona 2 mM e amostra. Apos a adicéo de todos os reagentes e da amostra,
a leitura foi realizada em espectrofotometro de 1 em 1 min, durante 3 min, em 420 nm.

A atividade do complexo Il foi mensurada pelo método descrito por Fischer e
colaboradores'®® pela diminuicdo da absorbancia do 2,6-DCIP. A amostra foi
adicionada a um meio de incubacéo contendo tampéao fosfato de potassio 62,5 mM,
succinato de sodio 250 mM e 2,6-DCIP 0,5 mM. Foi realizada incubacdo por 20

minutos a 30°C em banho-maria. Apos a incubacao foi adicionada azida sédica 100
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mM, rotenona 2 mM e novamente 2,6-DCIP 0,5 mM, para entédo ser realizada leitura
em espectrofotdbmetro de 1 em 1 min, por 5 min, em 600 nm.

A atividade do complexo IV foi determinada de acordo com a técnica descrita
por Rustin e colaboradores??? e calculada pela diminuicdo da absorbancia causada
pela oxidacdo do citocromo ¢ reduzido. A um meio de incubacéo foi adicionado tampéao
fosfato de potassio 62,5 mM, lauril maltosideo 125 mM, amostra diluida com tampé&o
SETH (Sacarose, EDTA, Trizma base e Heparina) e Citocromo ¢ 1%, para entédo ser
realizada leitura em espectrofotometro de 1 em 1 min, por 10 min, em 550 nm.

Todas as andlises de atividade dos complexos da cadeia respiratoria
mitocondrial foram normalizadas pelo contetdo de proteinas, determinadas conforme
descrito por Lowry e colaboradores!®. Os resultados da atividade dos complexos da

cadeia respiratoria mitocondrial foram expressos em nmol/min x mg proteina.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o programa estatistico GraphPad
Prism (versdo 6). As analises entre dois grupos foram determinadas pelo teste t de
Student e as diferencas entre mais grupos experimentais foram determinadas por
analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida pelo post hoc de Tukey. Os
resultados foram apresentados em média + erro padrdo da média (EPM) e a
significancia estatistica foi considerada para valores de p<0,05.

3.10 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade do Sul de Santa Catarina (registros n° 15.021.4.01.1V e
16.023.4.01.1V, anexo A). A utilizagdo dos animais seguiu a Diretriz Brasileira para o
Cuidado e a Utilizagéo de Animais em Atividades de Ensino ou de Pesquisa Cientifica,
do Conselho Nacional de Controle de Experimentagédo Animal (CONCEA).



61

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo foi avaliado o efeito do 6leo de peixe, rico em &cidos graxos poli-
insaturados 6mega-3, sobre o consumo alimentar, peso corporal, peso da gordura
visceral, parametros inflamatorios (cérebro), dano oxidativo, defesa antioxidante,
enzimas do ciclo de Krebs e da cadeia respiratéria mitocondrial (gordura visceral e
cérebro) em camundongos submetidos a obesidade induzida por dieta hiperlipidica.

Relativo ao consumo alimentar, os resultados mostraram que 0s animais que
receberam dieta hiperlipidica (grupo obeso) consumiram mais calorias que 0 grupo
que recebeu dieta normolipidica (grupo controle) (p<0,0001). O tratamento com
Omega-3 nédo influenciou no consumo alimentar (Figura 15). A Figura 15 apresenta a

média de consumo alimentar total do experimento.
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Figura 15 — Efeito do dmega-3 no consumo alimentar de camundongos submetidos a
obesidade. Valores expressos em média + EPM (n=15); * vs. Controle + Salina; p<0,05

(ANOVA de uma via, seguido pelo teste de Tukey).

A Figura 16 apresenta a média semanal do consumo alimentar dos animais.
Observa-se que durante todo o experimento os resultados foram semelhantes a média
de consumo alimentar total do estudo, ou seja, 0 grupo obeso (dieta hiperlipidica)
consumindo mais calorias que o grupo controle (dieta normolipidica) e o tratamento

com dmega-3 nao causando influéncia significativa no consumo alimentar.
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Figura 16 — Acompanhamento semanal do efeito do 6mega-3 no consumo alimentar
de camundongos submetidos a obesidade. Valores expressos em média (n=15); * vs.
Controle (até 62 semana); p<0,05 (teste t de Student); **vs. Controle + Salina (ap6s 62
semana); p<0.05 (ANOVA de uma via, seguido pelo teste de Tukey). ** indica que
tanto o grupo Obeso + Salina quanto o Obeso + Omega-3 foram diferentes do grupo

Controle + Salina.

O efeito do 6mega-3 no consumo alimentar (ou a falta de efeito) é de dificil
explicacdo e comparacdo com outros estudos, por conta das diferencas
metodoldgicas. Muitos estudos publicados enriqueceram a racdo com fonte de
6mega-3 (com reducdo de gordura saturada ou até mesmo substituindo
totalmente)334445 enquanto neste estudo foi administrado o 6leo de peixe via
gavagem sem alterar a racdo. O unico estudo relacionado identificado que tenha
avaliado consumo alimentar de animais obesos ap6s administragédo de 6leo de peixe
via gavagem foi publicado por Yook e colaboradores'®® e assim como em nosso
estudo, mostraram que o 6leo de peixe nao influencia o consumo energético. De forma
geral, apesar das diferencas metodolOgicas, observa-se que ndo ha evidéncias na
literatura de que o 6mega-3 influencie de alguma forma a saciedade e possa alterar o
consumo alimentar.

Os resultados também mostraram que 0s animais alimentados com dieta
hiperlipidica (grupo obeso) tiveram o peso corporal significativamente maior que o

grupo gue recebeu dieta normolipidica (grupo controle) (p=0,0004), confirmando-se
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assim a inducéo da obesidade. O tratamento com dmega-3 ndo reverteu o aumento
no peso corporal dos animais obesos (Figuras 17 e 18). A Figura 17 apresenta a média
de peso final, aferida no dia da eutandsia. A Figura 18 apresenta a evolugcdo semanal
do peso dos animais.
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Figura 17 — Efeito do 6mega-3 no peso corporal de camundongos submetidos a
obesidade. Valores expressos em média + EPM (n=15); * vs. Controle + Salina; p<0.05

(ANOVA de uma via, seguido pelo teste de Tukey).
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Figura 18 — Acompanhamento semanal do efeito do 6mega-3 no peso corporal de
camundongos submetidos a obesidade. Valores expressos em média (n=15); * vs.
Controle (até 62 semana); p<0,05 (teste t de Student); **vs. Controle + Salina (ap0s 62
semana); p<0.05 (ANOVA de uma via, seguido pelo teste de Tukey). ** indica que
tanto o grupo Obeso + Salina quanto o Obeso + Omega-3 foram diferentes do grupo
Controle + Salina.



64

Rokling-Andersen e colaboradores®? também identificaram que uma dieta rica
em Omega-3 nao influenciou o ganho de peso corporal de ratos. Ja Cintra e
colaboradores* mostraram que a substituicdo de &cidos graxos saturados (banha de
porco rica em gordura saturada) por insaturados (6leo de linhaca rico em 6mega-3 e
azeite de oliva rico em 6mega-9), bem como a administracao intracerebroventricular
de 6mega-3 e 6mega-9, foram capazes de levar a perda de peso em camundongos e
ratos. Resultado positivo no peso também foi identificado em revisdo sistematica com
meta-andlise conduzida por Bender e colaboradores!’®, que mostrou evidéncias de
gue o consumo de peixe ou Oleo de peixe encapsulado (ricos em 6mega-3) estdo
relacionados com leves reducdes no peso corporal e na circunferéncia da cintura de
seres humanos. No entanto, destacaram que 0os mecanismos pelos quais o 6mega-3
poderia levar a reducdes no peso ainda néo estdo esclarecidos!’®.

Além do peso corporal, 0 aumento da gordura visceral também pode ser
utilizado como indicador de obesidade!®. Neste estudo, os animais alimentados com
dieta hiperlipidica (grupo obeso) tiveram a gordura visceral (gordura da regido
mesentérica) significativamente mais pesada que o grupo que recebeu dieta
normolipidica (grupo controle) (p=0,0005). O tratamento com 6émega-3 reverteu o
aumento na gordura visceral dos animais obesos (p=0,04 Obeso + Salina vs. Obeso
+ Omega-3) (Figura 19).
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Figura 19 — Efeito do 6mega-3 no peso da gordura visceral de camundongos
submetidos a obesidade. Valores expressos em média £+ EPM (n=15); * vs. Controle
+ Salina; # vs. Obeso + Salina; p<0.05 (ANOVA de uma via, seguido pelo teste de
Tukey).
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Rokling-Andersen e colaboradores®? mostraram que uma dieta enriquecida
com 6mega-3 (EPA e DHA) promoveu menor acumulo de gordura visceral em ratos,
guando comparado a ratos alimentados com uma dieta rica em gordura saturada
(banha de porco). Isso ocorreu sem a alteragcdo no peso, mostrando que o 6mega-3
pode ter promovido uma redistribuicdo de tecido adiposo dos depdsitos viscerais para
o depdsito subcutaneo nos animais. Liu e colaboradores®® também mostraram que a
suplementacado com EPA foi eficaz na supressdo do acumulo de gordura corporal em
camundongos com obesidade induzida por dieta rica em gordura saturada e frutose.
Os resultados estdo de acordo com o publicado em meta-analises!’®180, porque
mesmo que a ingestdo de dGmega-3 nao reduza o peso corporal, os individuos podem
se beneficiar da reducdo da gordura abdominal. Destaca-se que, neste estudo, a
reducado de gordura visceral ocorreu mesmo sem qualquer mudanca na dieta, ou seja,
mesmo se mantido o consumo em excesso de gordura saturada o tratamento com
O6mega-3 ainda assim reduziu a gordura visceral.

O acumulo de gordura ativa vias inflamatérias®, que levam ao aumento de
citocinas pro-inflamatérias e da infiltracdo de macrofagos no tecido adiposo,
caracterizando a obesidade como uma inflamacéo cronica de baixo grau®6.73, O efeito
do 6mega-3 sobre a inflamacgéo na gordura, em outros tecidos periféricos e no soro ja
foi explorado em outros estudos. Foi demonstrado que o 6mega-3 € capaz de reduzir
citocinas pré-inflamatdrias neste tecido®”:17t, assim como em outros tecidos periféricos
e SOI’035’43'163.

Especificamente na gordura, LeMieux e colaboradores'®® mostraram que dieta
rica em EPA (15% da gordura da racdo substituida por EPA) reduziu a infiltracdo de
macroéfagos no tecido adiposo (gonadal). Bargut e colaboradores®” mostraram que
dieta rica em 6mega-3 promove reducgéo dos niveis de TNF-a e IL-6 em tecido adiposo
(epididimal), quando comparada a dieta rica em banha de porco. Sa e
colaboradores'’* mostraram que a suplementacdo de dmega-3 via gavagem em
animais alimentados com dieta rica em gordura saturada também reduziu niveis de
TNF-a e IL-6 em tecido adiposo (retroperitoneal). Os mecanismos pelos quais o
Omega-3 reduz a inflamacédo parecem envolver a capacidade destas substancias
inibirem a sinalizacdo inflamatéria mediada pelos TLR (ativado por acidos graxos
saturados), inibirem a translocacdo do NFkB para o nucleo, consequentemente

reduzindo a producéo de citocinas pré-inflamatorias.
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Esta bem documentado que o processo inflamatério pode levar ao aumento de
EROs e causar estresse oxidativo. Para limitar os niveis de EROs e controlar os danos
decorrentes o organismo conta com um sistema antioxidante. As enzimas SOD, CAT
e GPx, assim como a GSH (utilizada como substrato pela GPx) sdo considerados
importantes antioxidantes'03:105,

O estresse oxidativo € caracterizado pelo desequilibrio entre EROs e defesas
antioxidantes, o que pode causar danos a lipidios, proteinas e DNA, e assim prejudicar
a funcéo de qualquer célula do organismo?3. Diversos estudos mostraram presenca
de estresse oxidativo na obesidade®19.2°,

Dessa forma, neste estudo foi avaliado o efeito do 6mega-3 sobre parametros
de estresse oxidativo (dano oxidativo e defesa antioxidante) na gordura visceral de
camundongos submetidos a obesidade induzida pelo consumo de dieta hiperlipidica.
Os animais do grupo obeso apresentaram aumento de dano oxidativo a lipidios
(p=0,01) (expresso pelo aumento de TBARS, tais como malondialdeido e
equivalentes) e aumento de dano oxidativo a proteinas (p=0,006) (expresso pelo
aumento de proteinas carboniladas). O tratamento com émega-3 reverteu 0 aumento
de proteinas carboniladas (p=0,01 Obeso + Salina vs. Obeso + Omega-3), assim
como observou-se uma tendéncia do tratamento com édmega-3 reverter o aumento de
TBARS, mas os resultados ndo alcancaram significancia estatistica (p=0,13 Obeso +

Salina vs. Obeso + Omega-3) (Figura 20).
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Figura 20 — Efeito do dmega-3 sobre o dano oxidativo na gordura visceral de
camundongos submetidos a obesidade. Valores expressos em média + EPM (n=5); *
vs. Controle + Salina; # vs. Obeso + Salina; p<0.05 (ANOVA de uma via, seguido pelo

teste de Tukey).
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Relativo a defesa antioxidante na gordura visceral de animais obesos, a
atividade da SOD e da CAT néao foram significativamente alteradas e houve reducéo
significativa nos niveis de GSH (p=0,03). Observou-se uma tendéncia de reducédo da
atividade da SOD, mas nao houve significancia estatistica (p=0,18). O tratamento com
Omega-3 promoveu aumento dos niveis de GSH, mas ndo a ponto de reverter a
alteracdo causada pela dieta hiperlipidica e obesidade. Foi observada uma tendéncia
do 6mega-3 aumentar a atividade da SOD em animais obesos, mas os resultados n&o
foram estatisticamente significativos (p=0,06 Obeso + Salina vs. Obeso + Omega-3)
(Figura 21).
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Figura 21 — Efeito do dmega-3 sobre a atividade e niveis de antioxidantes na gordura
visceral de camundongos submetidos a obesidade. Valores expressos em média +
EPM (n=5); * vs. Controle + Salina; p<0.05 (ANOVA de uma via, seguido pelo teste de
Tukey).

O efeito do 6mega-3 sobre o estresse oxidativo na gordura visceral apés
inducdo de obesidade ainda ndo havia sido relatado. Outros tecidos periféricos ja
foram estudados: figado, miocéardio, aorta e masculo esquelético, além do soro e do
plasma. De Assis e colaboradores?®®> mostraram que a suplementacédo de dmega-3
em dieta rica em gordura reduz os niveis de lipoperoxidacdo (TBARS), nado influencia
no dano proteico (proteinas carboniladas), e reduz a atividade da SOD e da CAT que

estavam aumentadas em figado de ratos alimentados com dieta rica em gordura. Avila
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e colaboradores'®® mostraram que o tratamento com O0mega-3 (6leo de peixe)
promoveu reducdo do dano oxidativo a lipidios e proteinas no miocardio e na aorta de
ratos obesos, assim como promoveu aumento na atividade das enzimas antioxidantes
SOD e GPx. Cavaliere e colaboradores'’® mostraram que enquanto uma dieta rica em
banha de porco aumenta os niveis de proteinas carboniladas e reduz os niveis de
GSH no soro e em musculo esquelético de ratos, uma dieta rica em Oleo de peixe nédo
altera estes niveis. Em humanos, Kiecolt-Glaser et al.*® mostraram que a
suplementacdo com Omega-3 reduziu significativamente o estresse oxidativo (F2-
isoprostanos) no plasma de individuos sedentarios com sobrepeso.

Esta pesquisa corrobora os achados prévios e expande o estudo para o tecido
adiposo, tdo relevante quando se trata de obesidade e que ainda nao havia sido
estudado, mostrando que o 6mega-3 teve efeito benéfico em parametros de estresse
oxidativo na gordura visceral, provavelmente exercendo um efeito antioxidante.
Destaca-se que este efeito ocorreu mesmo sem qualquer alteracao na dieta, rica em
gordura saturada. O mecanismo pelo qual o dmega-3 reduziu o dano oxidativo pode
estar relacionado ao fato do 6mega-3 poder ter sido incorporado nos fosfolipidios das
membranas celulares e ter reparado componentes das membranas que foram
atacadas por EROs. Além disso, a reducao da inflamacgéo no tecido adiposo causada
pelo 6mega-3 (ja demonstrada em outros estudos®’165171)  também pode propiciar a
reducdo do estresse oxidativo.

Sabe-se que o estresse oxidativo pode levar a disfungdo mitocondrial®”111, Por
isso, neste estudo também foi avaliado o efeito do dmega-3 sobre o metabolismo
energético na gordura visceral (ciclo de Krebs e cadeia respiratoria mitocondrial) de
camundongos submetidos a obesidade induzida por dieta hiperlipidica.

Quanto ao ciclo de Krebs na gordura visceral, este estudo mostrou que 0s
animais obesos apresentaram aumento na atividade das enzimas citrato sintase,
isocitrato desidrogenase e malato desidrogenase (p<0,0001, p<0,0001, e p=0,02,
respectivamente). O tratamento com 6mega-3 diminuiu 0 aumento da atividade da
citrato sintase e da isocitrato desidrogenase, mas nao houve reversao das alteracbes
causadas pela obesidade, ja que os valores ainda permaneceram estatisticamente
diferentes do grupo controle. Ja na malato desidrogenase, o tratamento com 6mega-
3 aumentou ainda mais a atividade que ja tinha sido aumentada pela obesidade. A
atividade da succinato desidrogenase nao foi alterada em nenhum dos grupos (Figura
22).
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Figura 22 — Efeito do 6mega-3 sobre a atividade de enzimas do ciclo de Krebs na
gordura visceral de camundongos submetidos a obesidade. Valores expressos em
média £ EPM (n=5); * vs. Controle + Salina; # vs. Obeso + Salina; p<0.05 (ANOVA de

uma via, seguido pelo teste de Tukey).

O excesso de gordura saturada na dieta pode disponibilizar mais &cidos graxos
para as mitocondrias, aumentando os niveis de acetil-CoA e podendo levar a ativacao
de algumas enzimas do ciclo de Krebs. Isso por sua vez pode gerar uma maior
disponibilidade de elétrons para os complexos | e |l da cadeia respiratdria mitocondrial
e estimular uma maior producéo de EROs dentro da célula. Este aumento de EROs
pode levar ao estresse oxidativo, que pode ativar inUmeros fatores de transcricao,
estimular a liberacdo de citocinas inflamatdrias, e aumentar o processo inflamatorio.

Nao foram localizados estudos sobre o efeito do 6mega-3 no ciclo de Krebs
apos inducao de obesidade. Além disso, o foco dos estudos relacionados localizados
foi apenas o tecido hepatico. Ahmed e colaboradores?®* compararam dietas com alto
e baixo teor de 6mega-3 (sem indugédo de obesidade) e mostraram que o 6mega-3
promoveu maior expressdo proteica da malato desidrogenase no figado de

camundongos. Ferramosca e colaboradores'®® investigaram os efeitos de dieta
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suplementada com 6leo de krill (rico em 6mega-3) no metabolismo energético
mitocondrial em figado de ratos alimentados com dieta rica em gordura (sem indugéao
inicial de obesidade) e mostraram diminuigdo significativa na atividade da citrato
sintase, enquanto apenas uma diminuicdo moderada foi observada em animais que
receberam dieta suplementada com Omega-3. Este estudo mostrou resultados
diferentes na citrato sintase na gordura visceral (ativacdo pela obesidade sendo
reduzida pelo dmega-3), o que pode ser explicado pela diferenca na metodologia, ja
que foi induzida a obesidade e depois realizado tratamento com émega-3. Estudos
mostraram ainda que o 6leo de krill, rico em dmega-3, pode estimular o catabolismo
do excesso de gordura introduzido por dietas hipercaléricas?%>2%, Este estimulo pode
estar relacionado a reducéo da gordura visceral observada neste estudo.

Relativo a cadeia respiratoria mitocondrial na gordura visceral, neste estudo a
atividade dos complexos I, Il e IV néo foi alterada em nenhum dos grupos, ou seja,
nem a obesidade nem o tratamento com émega-3 influenciaram neste parametro
(Figura 23).
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Figura 23 — Efeito do 6mega-3 sobre a atividade de complexos da cadeia respiratoria
mitocondrial na gordura visceral de camundongos submetidos a obesidade. Valores

expressos em média £ EPM (n=5) (ANOVA de uma via, seguido pelo teste de Tukey).

Este estudo é o primeiro a identificar o efeito do dmega-3 na cadeia respiratéria
mitocondrial em tecido adiposo apds inducdo de obesidade. O U(nico estudo

relacionado localizado, conduzido por Ferramosca e colaboradores®®, comparou
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dieta rica em gordura (principalmente saturada e monoinsaturada) com dieta
suplementada com émega-3, e mostraram diminuicdo significativa na atividade dos
complexos da cadeia respiratéria mitocondrial (complexos I, Il, 1ll, IV e ATP sintase)
em figado de ratos que receberam dieta rica em gordura. Nos animais que receberam
dieta suplementada com dmega-3, ndo houve esta inibicdo, sendo os valores sem
diferenca dos controles, o que mostra que o 6mega-3 é capaz de reverter a alteracéo
causada pela dieta rica em gordura no figado. Apesar de esperada uma alteracdo na
atividade do complexo | na gordura visceral (por conta do envolvimento das enzimas
do ciclo de Krebs que carregam o NADH de elétrons e que foram alteradas), isso nao
foi observado. E possivel que tenha ocorrido algum mecanismo de adaptacdo do
organismo, visto que a alteracéo no ciclo de Krebs na gordura visceral ndo repercutiu
na cadeia respiratoria.

Em sintese, as analises bioquimicas da gordura visceral de camundongos
submetidos a obesidade induzida por dieta hiperlipidica mostraram que o tratamento
com Omega-3 promoveu reducdo do dano oxidativo, bem como amenizou as
alteracbes na defesa antioxidante e no ciclo de Krebs. A cadeia respiratoria
mitocondrial ndo foi alterada pela obesidade nem pelo tratamento com édmega-3 na
gordura visceral.

Hoje ja se sabe que as alteracdes na obesidade ndo se restringem ao tecido
adiposo e a outros tecidos periféricos. As células periféricas do sistema imunolégico
podem ser recrutadas para o SNC assim como os macréfagos para o tecido adiposo’®.
Esta migracdo de células para o SNC, podem propiciar a ativacdo de microglia e
astrocitos, que tem um papel fundamental na resposta inflamatéria cerebral”>7°. Além
disso, componentes da dieta, como os acidos graxos saturados, por si sO podem
causar dano direto ao SNC. Os acidos graxos saturados consumidos em excesso
ativam vias imunitarias inatas por meio da ligacédo e ativacdo do TLR, estimulando a
producdo de citocinas pro-inflamatérias e podendo sinalizar vias que levam a
destruicdo de neurdnios?8.7583,

Neste sentido, estudos mostram que a obesidade e o consumo em excesso de
gorduras saturadas estdo envolvidos com alteracbes cerebrais!416.76.80 Foram
demonstradas associagfes entre obesidade e anormalidades no hipotalamo, centro
regulador do comportamento alimentar e metabolismo energéticol’-1926.83 Alteractes
neste local podem causar perda deste controle neural e abrir espaco para o

surgimento e o agravamento da obesidade?!®. Além do hipotadlamo, estudos também
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mostraram relacdo entre a obesidade e alterac6es no hipocampo, estrutura cerebral
envolvida com principalmente com memoérial®2021.86 e no sistema de recompensa,
envolvendo alteragées em estruturas como cortex pré-frontal e estriado?324.%°.

Além disso, sabe-se que o hipotdlamo se comunica com outras areas cerebrais,
como por exemplo as que compde os sistemas de memoria e emocéao (hipocampo) e
de recompensa (cortex pré-frontal e estriado) e que estas estruturas de fato interagem
para controlar o consumo e 0 gasto energético®®>%°. Assim, para se desenvolver
terapias eficazes para a obesidade, € necessario compreender 0s mecanismos do
SNC envolvidos no comportamento alimentar e como esses mecanismos se tornam
desregulados?®. Portanto, neste estudo foi verificado o efeito do 6mega-3 sobre
parametros inflamatorios, de estresse oxidativo e de metabolismo energético em
cérebro (hipotalamo, hipocampo, cértex pré-frontal e estriado) de camundongos
submetidos a obesidade induzida por dieta hiperlipidica.

Relativo a parametros inflamatorios, os animais que receberam racao
hiperlipidica, e que se tornaram obesos, apresentaram aumento de TNF-a no
hipocampo (p=0,0002), coértex pré-frontal (p=0,001) e estriado (p<0,0001). Os
resultados também mostraram aumento de IL-1B em todas estruturas cerebrais
analisadas (hipotalamo p=0,03, hipocampo p<0,0001, cértex pré-frontal p<0,0001 e
estriado p=0,001). Quanto a IL-10, ocorreu reducdo no hipotalamo (p=0,001), e
aumento no hipocampo (p=0,006) e estriado (p=0,002). O aumento de citocinas proé-
inflamatorias (TNF-a e IL-1[3), assim como as alteragdes identificadas em citocina anti-
inflamatoria (IL-10), indicam presenca de processo inflamatério nas estruturas
cerebrais de animais obesos. O tratamento com 6mega-3 reverteu 0 aumento de TNF-
a no hipocampo (p=0,0003) e estriado (p<0,0001), reverteu 0 aumento de de IL-1 no
hipotalamo (p=0,03), hipocampo (p=0,0003) e estriado (p=0,002) (Obeso + Salina vs.
Obeso + Omega-3), assim como promoveu reduc&o nos niveis de IL-1B no cortex pré-
frontal. O tratamento com O6mega-3 também reverteu o aumento de IL-10 no
hipocampo (p=0,02) e no estriado (p=0,002) (Obeso + Salina vs. Obeso + Omega-3)
(Figura 24).
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Figura 24 — Efeito do 6mega-3 sobre parametros inflamatérios em cérebro de
camundongos submetidos a obesidade. Valores expressos em média + EPM (n=5); *
vs. Controle + Salina; # vs. Obeso + Salina; p<0.05 (ANOVA de uma via, seguido pelo

teste de Tukey).

Estudos prévios identificaram e descreveram a inflamacao hipotalamica e
hipocampal na obesidade'®2%.7583 Este estudo esta de acordo pois mostrou aumento
de citocinas pré-inflamatérias em estruturas cerebrais de animais obesos. Além disso,
este estudo mostrou que o 6mega-3 reverte parcialmente as alteragdes de parametros
inflamatorios em estruturas cerebrais. O efeito do 6mega-3 no SNC na obesidade foi
pouco estudado. Além disso, o foco dos estudos anteriores foi apenas o hipotalamo,
por conta de sua relagcao mais direta com o consumo alimentar e a obesidade. Cintra
e colaboradores® mostraram que a substituicdo de Aacidos graxos saturados por
insaturados na dieta, bem como a administragcéo intracerebroventricular de 6mega-3
e Omega-9, foram capazes de melhorar parametros relacionados com inflamacgao
(reduziu TNF-a e IL-6) no hipotdlamo de roedores. Pimentel e colaboradores*

compararam o consumo de dieta enriquecida com 6leo de soja com dieta enriquecida

1 Salina
M Omega-3

O §alina
W Cmega-3

[ Salina
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com Oleo de peixe (rico em 6mega-3), sem inducdo prévia de obesidade, e mostraram
gue a dieta rica em 6mega-3 foi capaz de reduzir niveis de medidores inflamatorios
(TNF-a e IL-6) no hipotalamo de ratos, sugerindo uma protecdo contra a obesidade.
Viggiano e colaboradores* também mostraram efeitos benéficos de dieta rica em
O6mega-3 na modulacédo da inflamacao hipotalamica (reducédo de niveis de TNF-a) em
ratos (sem inducédo prévia de obesidade).

O efeito anti-inflamatério do émega-3 pode ser explicado por sua capacidade
de interagir com vias de sinalizacdo inflamatérias, tendo um efeito supressor da
producdo de citocinas proé-inflamatérias!4®156, Assim, considerando que a obesidade
€ uma doenca inflamatéria, esta acdo anti-inflamatéria do Omega-3 pode
desempenhar papel importante no tratamento. Este efeito, sem qualquer alteracdo na
dieta, como mostrado neste estudo, reforga os efeitos benéficos do 6mega-3 mesmo
em uma situacao de consumo em excesso de gordura saturada, comum em pacientes
obesos. Além disso, este é o primeiro estudo a estender a avaliacdo a outras
estruturas cerebrais além do hipotalamo.

Sabe-se que o processo inflamatoério que ocorre na obesidade pode levar ao
aumento da producdo de EROs e levar ao estresse oxidativol®%102, Assim, neste
estudo foi verificado o efeito do 6mega-3 sobre parametros de estresse oxidativo
(dano oxidativo e defesa antioxidante) em cérebro (hipotalamo, hipocampo, cortex
pré-frontal e estriado) de camundongos submetidos a obesidade induzida por dieta
hiperlipidica.

No que se refere a dano oxidativo, os animais do grupo obeso apresentaram
aumento de dano oxidativo a lipidios no hipotalamo (p=0,0002) e no hipocampo
(p=0,01) (expresso pelo aumento nos niveis de malondialdeido) e aumento de dano
oxidativo a proteinas no hipotalamo (p=0,0005), hipocampo (p<0,0001) e estriado
(p<0,0001) (expresso pelo aumento de proteinas carboniladas). O tratamento com
Omega-3 reverteu o aumento nos niveis de malondialdeido no hipotalamo (p=0,0009)
e no hipocampo (p=0,0001) e o aumento de proteinas carboniladas também no
hipotalamo (p=0,02) e no hipocampo (p<0,0001) (Obeso + Salina vs. Obeso + Omega-
3) (Figura 25).
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Figura 25 — Efeito do 6mega-3 sobre o dano oxidativo em cérebro de camundongos
submetidos a obesidade. Valores expressos em média + EPM (n=5); * vs. Controle +
Salina; # vs. Obeso + Salina; p<0.05 (ANOVA de uma via, seguido pelo teste de
Tukey).

Relativo a pardmetros de defesa antioxidante, os animais obesos tiveram
reducgéo da atividade da enzima antioxidante CAT no hipocampo (p=0,009), bem como
apresentaram reducdo nos niveis de GSH no hipotalamo (p=0,009), hipocampo
(p=0,0001) e estriado (p<0,0001). O tratamento com O0mega-3 nao reverteu as
alteracdes na defesa antioxidante. Apesar de ter sido observada uma tendéncia do
tratamento com 6mega-3 reverter a alteracdo da GSH no hipotalamo (p=0,16) e no
hipocampo (p=0,06), os resultados ndo foram estatisticamente significativos. A
atividade da enzima antioxidante SOD né&o foi alterada em nenhum dos grupos (Figura

26).
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DEFESAANTIOXIDANTE
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Figura 26 — Efeito do 6mega-3 sobre a atividade e niveis de antioxidantes em cérebro
de camundongos submetidos a obesidade. Valores expressos em média £ EPM (n=5);

*vs. Controle + Salina; p<0.05 (ANOVA de uma via, seguido pelo teste de Tukey).

As alteracbes em parametros de dano oxidativo e de defesa antioxidante
observadas neste estudo indicam presenca de estresse oxidativo no cérebro de
camundongos obesos, confirmando achados de estudos prévios!®8.112. O 6mega-3
reverteu quase totalmente o dano oxidativo em estrututuras cerebrais, mas nao
reverteu as alteracdes relacionadas a defesa antioxidante (apesar de ter amenizado
algumas alteragbes). Ndo foram localizados estudos que relatassem o efeito do
Omega-3 sobre o estresse oxidativo cerebral apds inducdo de obesidade. Viggiano et
al.** mostraram que uma dieta rica em 6leo de peixe, ao contrario de dieta rica em
banha de porco (comparacéo entre dietas, sem inducdo de obesidade), ndo alterou
os niveis de malondialdeido, de GSH, nem a raz&o glutationa reduzida/glutationa
oxidada (GSH/GSSG) no hipotadlamo de ratos.

Sabe-se que o estresse oxidativo pode levar a alteracdes mitocondriaisi®”112,
Na mitocondria, o ciclo de Krebs e a cadeia respiratoria sdo responsaveis pela maior

parte da producdo de ATP13115 AlteracGes em processos relacionados a producéo
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de ATP podem levar a disfuncdo mitocondrial''. Estudos prévios mostraram que a
obesidade esta relacionada com disfungdo mitocondrialtl-13:123.124,

Nesse contexto, o tecido cerebral é particularmente vulneravel, visto que possui
alta demanda de energia e depende fortemente da eficiente funcdo mitocondrial?®’.
Portanto, neste estudo foi avaliado o efeito do édmega-3 sobre parametros de
metabolismo energético (atividade de enzimas do ciclo de Krebs e da cadeia
respiratoria mitocondrial) em cérebro (hipotalamo, hipocampo, coértex pré-frontal e
estriado) de camundongos submetidos a obesidade induzida por dieta hiperlipidica.

No que se refere a enzimas do ciclo de Krebs em estruturas cerebrais, 0s
animais que receberam dieta hiperlipidica e se tornaram obesos tiveram inibicdo da
atividade da citrato sintase no hipocampo (p=0,0007), da isocitrato desidrogenase no
cortex pré-frontal (p=0,01) e da a-cetoglutarato desidrogenase no cortex pré-frontal
(p<0,0001) e no estriado (p=0,01). Além disso, o0 grupo obeso apresentou aumento da
atividade da a-cetoglutarato desidrogenase no hipocampo (p<0,0001), da succinato
desidrogenase no cortex pré-frontal (p=0,001) e da malato desidrogenase no
hipotadlamo (p<0,0001). O tratamento com 6mega-3 reverteu a inibicdo da citrato
sintase no hipocampo (p=0,03) e a ativacdo da malato desidrogenase no hipotalamo
(p<0,0001) (Obeso + Salina vs. Obeso + Omega-3). Observou-se ainda tendéncia de
o 6mega-3 reverter a alteracdo da succinato desidrogenase no cortex pré-frontal
(p=0,07) (Obeso + Salina vs. Obeso + Omega-3) (Figura 27).
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Figura 27 — Efeito do dGmega-3 sobre a atividade de enzimas do ciclo de Krebs em
cérebro de camundongos submetidos a obesidade. Valores expressos em média *
EPM (n=5); * vs. Controle + Salina; # vs. Obeso + Salina; p<0.05 (ANOVA de uma via,

seguido pelo teste de Tukey).

Tanto a ativagdo como a inibicdo da atividade de enzimas do ciclo de Krebs
podem trazer alteracdes intracelulares. No entanto, a inibicdo tende a trazer mais
prejuizos, pois pode fazer com que menos elétrons sejam disponibilizados para os
complexos | e Il da cadeia respiratéria mitocondrial, levando a inibicdo destes

complexos, 0 que pode propiciar a uma menor producdo de ATP, assim como que
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mais elétrons escapem e formem EROs. Sabe-se que o estresse oxidativo pode ativar
fatores de transcricdo e estimular o aumento de citocinas pré-inflamatérias®100.192,
Porém, de um modo geral, observou-se apenas leves alteracfes no ciclo de Krebs no
cérebro apds a inducdo de obesidade, nada que a principio se acredita que causaria
alguma repercussao clinica importante. Na mesma linha, o tratamento com 6mega-3
apesar de ter corrigido poucas alteracdes, também néo causou piora na atividade de
enzimas do ciclo de Krebs.

Relativo a cadeia respiratoria mitocondrial em estruturas cerebrais, 0s animais
obesos apresentaram inibicdo dos complexos I, Il e IV em todas estruturas cerebrais
analisadas (hipotalamo p=0,03, p=0,02 e p=0,0008; hipocampo p=0,0003, p=0,01 e
p=0,02; cértex pré-frontal p=0,02, p=0,02 e p=0,0003; estriado p=0,002, p=0,001 e
p=0,004). O tratamento com 6mega-3 reverteu a inibicdo dos complexos | e Il no
estriado (p=0,02 e p=0,004, respectivamente) (Obeso + Salina vs. Obeso + Omega-
3), bem como amenizou as alteragdes do complexo Il no hipotalamo e no hipocampo

(Figura 28).
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Figura 28 — Efeito do 6mega-3 sobre a atividade de complexos da cadeia respiratéria
mitocondrial em cérebro de camundongos submetidos a obesidade. Valores
expressos em meédia £ EPM (n=5); * vs. Controle + Salina; # vs. Obeso + Salina;

p<0.05 (ANOVA de uma via, seguido pelo teste de Tukey).
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A inibicdo de complexos da cadeia respiratéria pode levar a uma menor
producdo de ATP e também propriciar o0 maior escape de elétrons, que podem
aumentar a formacdo de EROs pela cadeia respiratoria. Menor quantidade de ATP e
mais EROs sendo formadas podem prejudicar a funcdo celular. Considerando as
funcdes importantes destas estruturas cerebrais, esta inibicdo pode estar relacionada
as alteracdes ja identificadas nestas estruturas na obesidade, que podem trazer
prejuizos ao individuo. O tratamento com dmega-3 reverteu apenas a inibicdo dos
complexos | e Il no estriado, mas considerando o papel desta estrutura no sistema de
recompensa, e como este encontra-se desregulado na obesidade, esta reversédo € um
efeito benéfico. Destaca-se que o0 dGmega-3 ndo mostrou nenhum efeito prejudicial na
cadeia respiratria em estruturas cerebrais.

N&o foram localizados estudos que avaliassem o efeito do 6mega-3 sobre o
ciclo de Krebs e sobre a cadeia respiratoria mitocondrial em cérebro de animais
obesos. Portanto, este € o primeiro estudo a relatar o efeito do 6mega-3 sobre a
atividade de enzimas do ciclo de Krebs e da cadeia respiratéria mitocondrial em
cérebro de camundongos submetidos a obesidade induzida por dieta hiperlipidica.

O fato de a cadeia respiratdria mitocondrial ter sido inibida em todas estruturas
cerebrais avaliadas e nao ter sido alterada na gordura visceral, sugere que de fato,
como colocado por alguns estudos!®’®, os danos relacionados a obesidade podem
iniciar com 0 consumo em excesso de gordura saturada, antes mesmo do acumulo
excessivo de gordura ocorrer. Isso provavelmente se da pela ativacdo do TLR pelos
acidos graxos saturados, o que ativa vias inflamatérias, que podem levar ao estresse
oxidativo e a disfuncdo mitocondrial. Essa inibicdo da cadeia respiratéria pode
contribuir ainda mais para uma maior geracao de EROs, levar ao estresse oxidativo e
agravar a inflamacdo. Isto ocorrendo em estruturas cerebrais relacionadas ao
comportamento alimentar pode levar ao descontrole alimentar, contribuir para maior
consumo de alimentos recompensadores, geralmente ricos em gordura e agucar, e
levar ao acumulo desse excesso no tecido adiposo, caracterizando a obesidade.

Em suma, neste estudo, o tratamento com 6mega-3 mostrou inUmeros efeitos
benéficos em camundongos submetidos a obesidade induzida por dieta hiperlipidica,
0 que destaca o potencial desta substancia contribuir para o tratamento da obesidade.
Apesar de nao ter influenciado no consumo alimentar e nem no peso corporal, 0
tratamento com 6mega-3 promoveu reducao da gordura visceral. Na gordura visceral,

o tratamento com 6mega-3 reduziu o dano oxidativo e amenizou as alteracdes na
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defesa antioxidante e no ciclo de Krebs. Em estruturas cerebrais, o tratamento com
6mega-3 promoveu reducéo da inflamacao e do dano oxidativo, assim como amenizou
as alteracbes na defesa antioxidante, no ciclo de Krebs e na cadeia respiratoria
mitocondrial.

Especificamente em cada estrutura cerebral, no hipotalamo, o tratamento com
Omega-3 amenizou diversas alteracdes causadas pela obesidade, o que pode
contribuir para o melhor funcionamento desta estrutura cerebral tdo relevante quando
se trata de comportamento alimentar. O hipocampo se mostrou bastante alterado pela
obesidade e o tratamento com dmega-3 foi muito benéfico nesta estrutura cerebral
(reverteu totalmente a inflamacdo e o dano oxidativo e amenizou as demais
alteracdes). Sabe-se que alteragcbes no hipocampo podem trazer prejuizos de
aprendizagem e memoria. O pré-frontal foi a estrutura cerebral menos afetada pela
obesidade, bem como onde o tratamento com 6mega-3 mostrou menos beneficios.
No estriado, o tratamento com O6mega-3 reverteu boa parte das alteracbes em
parametros inflamatérios e na cadeia respiratoria, o que poderia refletir em alguma
melhora relacionada ao sistema de recompensa. A néo realizacdo de testes
comportamentais para verificar se as alteracdes bioguimicas refletiram em alteracdes
comportamentais relacionadas as estruturas cerebrais avaliadas (como por exemplo
verificar se a aprendizagem, a memaria e o sistema de recompensa foram afetados
pelo consumo de dieta hiperlipidica e se o émega-3, ao reverter a alteracao
bioguimica, também melhora o aspecto comportamental relacionado) foi uma
limitacdo deste estudo.

Observamos ainda que o0 que ocorre na periferia (gordura visceral) é
semelhante ao que ocorre em estruturas cerebrais, com exce¢do da cadeia
respiratoria mitocondrial, que n&o mostrou alteracdes na gordura visceral e foi alterada
em todas estruturas cerebrais analisadas. Os resultados detalhados dos efeitos do
Omega-3 no tecido adiposo visceral e no cérebro de camundongos submetidos a

obesidade induzida por dieta hiperlipidica estdo sumarizados no Quadro 3.



Quadro 3 — Efeitos do 6mega-3 no tecido adiposo visceral e no cérebro de camundongos submetidos a obesidade induzida por

dieta hiperlipidica.

Tecido Gordura visceral Cérebro
Analise Hipotalamo Hipocampo Pré-frontal Estriado
Peso gordura Ob1t/w-3] - - - -
TNF-a - NA Ob1/w-3] Ob 1 Ob1t/w-3]
IL-1B - Ob1/w-3] Ob1/w-3] Ob 1/ w-3 | (nr) Ob1t/w-3]
IL-10 - Ob | Ob1/w-3] NA Ob1t/w-3]
TBARS/ Malondialdeido Ob 1t/ w-3 | (nr) Obt/w-3] Ob1t/w-3] NA NA
Carbonil Obt/w-3] Obt/w-3] Ob1t/w-3] NA Ob 1
SOD NA NA NA NA NA
CAT NA NA Ob | NA NA
GSH Ob|/w-31(nr) | Ob |/ w-37(nr) | Ob|/w-31 (nr) NA Ob |
Citrato sintase Ob 1/ w-3 | (nr) NA Ob|/w-31 NA NA
Isocitrato desidrogenase Ob 1/ w-3 | (nr) NA NA Ob | NA
a-cetoglutarato desidrogenase - NA Ob 1 Ob | Ob |
Succinato desidrogenase NA NA NA Ob 1/ w-3 | (nr) NA
Malato desidrogenase Ob1/w-31 Ob1/w-3 | NA NA NA
Complexo | NA Ob | Ob | Ob | Ob|/w-31
Complexo Il NA Ob|/w-31(nr) | Ob|/w-31(nr) Ob | Ob|/w-31
Complexo IV NA Ob | Ob | Ob | Ob |

|, reduz. 1, aumenta. w-3, acidos graxos 6mega-3. Ob, obesidade. NA, obesidade nédo alterou. (nr), ndo reverteu, apenas amenizou. Obs.: as células

preenchidas com cinza destacam os efeitos benéficos do 6mega-3
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5. CONCLUSAO

Este trabalho avaliou o potencial nutracéutico do 6mega-3 em tecido adiposo e
em cérebro de camundongos submetidos a obesidade induzida por dieta hiperlipidica.
Para isso, foi avaliado o efeito do 6mega-3 sobre parametros inflamatoérios, de
estresse oxidativo e de metabolismo energético. Como recomendado em qualquer
estudo com inducéo de obesidade, o consumo alimentar, o peso corporal e 0 peso da
gordura visceral também foram avaliados.

De modo geral, conclui-se que o tratamento com 6mega-3 apresentou efeito
benéfico na gordura visceral e no cérebro de camundongos obesos. O 6mega-3 nao
alterou o consumo alimentar nem o peso corporal, mas reduziu a gordura visceral.
Nas analises bioguimicas da gordura visceral, o tratamento com émega-3 reduziu o
dano oxidativo e amenizou as alteracdes na defesa antioxidante e em enzimas do
ciclo de Krebs causadas pela ingestdo de dieta hiperlipidica e obesidade. Os
complexos da cadeia respiratoria mitocondrial ndo foram alterados pela obesidade
nem pelo tratamento com 6mega-3 na gordura visceral. Em estruturas cerebrais, o
tratamento com 6mega-3 reduziu parcialmente a inflamagé&o e o dano oxidativo, assim
como amenizou as alteracdes na defesa antioxidante, no ciclo de Krebs e na cadeia
respiratéria mitocondrial causadas pela ingestéo de dieta hiperlipidica e obesidade.

Destaca-se que os efeitos benéficos do dmega-3 observados neste estudo
ocorreram mesmo se mantido o consumo em excesso de gordura saturada. Além
disso, esta tese expandiu o foco do estudo da obesidade para outras estruturas
cerebrais além do hipotalamo. Hoje ja se sabe que o hipotalamo néao é a Unica regiao
cerebral envolvida com o comportamento alimentar e nosso estudo abre espacgo para
uma maior exploragédo de outras estruturas cerebrais (hipocampo, cértex pré-frontal e
estriado) que até entdo receberam menor atencao.

Os resultados desta tese contribuem para elucidar mecanismos pelos quais o
Omega-3 pode amenizar alteracbes causadas pelo consumo de uma dieta
hiperlipidica, que muitas vezes caracteriza os habitos nutricionais de individuos
obesos. Assim, considerando-se os efeitos benéficos do 6mega-3 observados neste
estudo, os varios outros beneficios para a saude ja relatados pela literatura, os poucos
efeitos colaterais (geralmente apenas um sabor de peixe é relatado apos a ingestao
de cépsulas de Oleo de peixe), a seguranca, as poucas interacbes com farmacos,



84

sugerem que o 6mega-3 pode ser uma boa opcao para auxiliar no tratamento da
obesidade. Além disso, os resultados podem servir para o estimulo ao maior consumo
de fontes naturais de dmega-3 (peixes) por individuos obesos.

Futuros estudos poderiam avaliar o efeito do 6mega-3 sobre o dano oxidativo
ao DNA e marcadores de morte celular em modelo animal de obesidade. No entanto,
a partir dos resultados obtidos sugere-se que os proximos estudos utilizem um 6leo
de peixe com mais DHA, bem como que o tratamento seja superior a quatro semanas.
Acredita-se que mais DHA e por mais tempo trardo mais resultados benéficos,
especialmente nas estruturas cerebrais. Sugere-se também a realizacdo de testes
comportamentais para verificar se 0 6mega-3 ao reverter a alteracao bioquimica em
determinada estrutura cerebral também melhora o0 aspecto comportamental
relacionado. Associar o uso de 6mega-3 com antioxidantes e/ou com exercicio fisico

também seriam possiveis abordagens a serem exploradas.
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ANEXO

ANEXO A - Pareceres Aprovacéo da Comisséo de Etica no Uso de Animais

UNIVERSIDADE DO SUL DE SANTA CATARINA

/ COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA/UNISUL

/ Palhoga, 01 de outubro de 2015

Registro na CEUA (cédigo): 15.021.4.01.1V

Ao pesquisador: Gislaine Tezza Rezin; Allne Haas de Mello

Curso : Medicina - Tubardo

Prezado(a) Pesquisador(a),

Vimos, através deste, informar que o projeto de pesquisa “Efeito do dmega-3 sobre
pardmetros comportamentais de adiposidade e bioguimicos em um modelo animal de obesidade” foi
aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais - CEUA da UNISUL.

A CEUA/UNISUL tem por finalidade cumprir e fazer cumprir, no ambito da UNISUL e
nos limites de suas atribuigbes, o disposto na legislagado federal aplicavel a criagdao e a
utilizagdo de animais em atividades de ensino e de pesquisa, realizadas pelos corpos
docente, discente e técnico-administrativo da UNISUL e pesquisadores de outras
instituicbes, caracterizando-se a sua atuagdo como educativa, consultiva, de
assessoria e fiscalizagdo nas questbes relativas & matéria, sob os aspectos: | - Etico; Il
- Legal: enquadramento na legislagao vigente.

Gostariamos de salientar que, embora aprovado, gqualguer alteracdo dos
procedmentos e metodolggla que houver durame a reahzaqao do projeto em questao,
S€ ata S5 Animais da

Antes de Imprimir este e-mall pense em sua responsabilidade e compromisso com o MEIO AMBIENTE



UNIVERSIDADE DO SUL DE SANTA CATARINA
‘ COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS — CEUA/UNISUL

Palhoga, 13 de dezembro de 2016
Registro na CEUA (cédigo): 16.023.4.01.1V

Ty

Ao Pesquisador/Professor(a): Gislaine Tezza Rezin

Prezado(a),

Viemos por meio deste, certificar que a proposta de estudo e/ou projeto de
pesquisa intitulada “Parametros inflamatérios e bioquimicos em um modelo animal de
obesidade: o papel do 6mega-3”, registrada com o n°16.0234.01.V goh a responsabilidade
de Gislaine Tezza Rezin - que envolve a manutengao ou utilizacdo de modelos animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de
pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei Federal
n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com
as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
(CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA)
desta Instituicao, em reunido de 13 de dezembro de 2016.

A CEUA/UNISUL tem por finalidade cumprir e fazer cumprir, no ambito da UNISUL
e nos limites de suas atribuicdes, os dispostos na legislacéo Federal aplicavel a criagéo,
manutenc¢ao e a utilizagdo de animais em atividades de ensino e de pesquisa, realizadas

pelos corpos docente, discente e técnico-administrativo da UNISUL e pesquisadores de.

outras instituicdes, caracterizando-se a sua atuagdo como educativa, consultiva, de
assessoria e fiscalizagao nas questdes relativas a matéria, sob os aspectos: | - Etico; Il -
Legal: enquadramento na legislagéo vigente.

Gostariamos de salientar que, embora aprovado, qualquer alteracdo dos
procedimentos e metodologias que houver durante a realizagao do projeto em questao,
devera ser informada imediatamente a Comisséo.

Atencios:

Prof. Sa Melim Sgrott
Coordenador omisséo

Campus Florianépolis - Unidade Pedra Branca - Avenida Pedra Branca, 25 - Cidade Universitaria Pedra

Branca - CEP 88137-270 - Palhoga - SC - Fone 55-48-3279-1036 - ceua@unisul.br
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