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RESUMO

O acumulo excessivo de triglicerideos nos adipdcitos leva a producdo e secrecdo alterada
de adipocinas e citocinas, além de desregulacdo na infiltracdo de células do sistema imune, o que
contribui para a inflamagdo cronica de baixo grau. A restricdo calérica (RC) com dietas
balanceadas ¢ amplamente utilizada para induzir perda de gordura corporal, sendo os lipideos
dietéticos impactantes nos efeitos pré-inflamatérios. Entretanto, ndo existe um consenso sobre
efeitos diretos da RC com dieta hiperlipidica, no tecido adiposo obeso, especialmente na
inflamacdo. O objetivo deste estudo foi investigar efeitos da RC com dieta hiperlipidica na
inflamacdo do tecido adiposo visceral de camundongos obesos. Foram utilizados 52
camundongos C57BL/6 machos. Inicialmente, os animais foram divididos em dois grupos que
receberam dieta controle (10% do conteudo energetico em lipideos — C; n=16) e dieta
obesogénica (60% do conteudo energético em lipideos — Ob; n=36). Apos oito semanas (Fase de
inducdo da obesidade), seis animais de cada grupo foram eutanasiados para avaliacdo da
adiposidade visceral e estado inflamatério. Em seguida, os animais Ob foram divididos em trés
grupos (n=10): Ob - continuaram recebendo dieta Ob, ObS — submetidos ao emagrecimento pela
substituicdo da dieta Ob pela C e acesso livre e ObR - submetidos ao emagrecimento por
receberem quantidades restritas em calorias da dieta Ob para atingirem a mesma massa corporal
dos animais ObS, o que perdurou por mais sete semanas (Fase de emagrecimento). Foram
analisados marcadores relacionados a composicdo corporal, metabolismo, inflamacao sistémica e
do tecido adiposo epididimal. Os animais do grupo Ob tornaram-se obesos e inflamados. Ao
final da fase de emagrecimento, a RC com dieta hiperlipidica resultou em massas corporais e
indices de Lee semelhantes entre os grupos C e ObS, sendo os trés grupos inferiores ao Ob
(p<0,05). Entretanto, e eficiéncia energética para o grupo ObR foi maior o que refletiu em menor
perda de massa corporal para esses animais em comparacdo aos ObS (p<0,05), mesmo ingerido a
mesma quantidade de calorias. O grupo ObR também apresentou maior indice de adiposidade
visceral em comparagdo ao ObS ou C e inferior ao Ob (p<0,05). A RC com dieta hiperlipidica
ndo foi capaz de reduzir as concentragdes de leptina e adiponectina do tecido adiposo epididmal
em comparacdo ao grupo Ob, mas reduziu os infiltrados de células inflamatérias de forma
semelhante ao grupo C. Além disso, reduziu a frequéncia de adipocitos hipertrofiados a valores
intermediarios entre os grupos Ob e C. Em consonancia, as concentragdes das citocinas IL-6,
TNF, IFN-y e da quimiocina MCP-1 neste tecido foram reduzidas em relagdo ao grupo Ob
(p<0,05), mas ndo se igualaram ao grupo C. As concentracdes de IL-12p70 e IL-10 ndo foram

alteradas. A tolerancia intraperitoneal a insulina foi reduzida a valores basais pela RC com dieta



hiperlipidica (p<0,05), embora a tolerancia oral a glicose tenha se mantido semelhante ao grupo
Ob. Houve reducdo das concentracfes serica e hepatica de PCR e dos lipideos hepaticos a
valores intermediarios aos grupos Ob e C (p<0,05). A RC com dieta hiperlipidica promoveu
emagrecimento, mas foi menos eficiente em promover perda de gordura visceral. Assim, houve
atenuacdo do estado pro-inflamatorio tecidual e sistémico, com ligeira melhora na homeostase da
glicose. E provavel que, mesmo com RC, efeitos deletérios advindos da sobrecarga lipidica e de

acidos graxos saturados tenham sido os principais determinantes dos desfechos observados.

Palavras-chave: Obesidade. Inflamacdo. Tecido adiposo visceral. Restricdo caldrica. Dieta

hiperlipidica.



ABSTRACT

Excessive adipocyte triglyceride accumulation leads to adipokines and cytokines altered
production and secretion, as well as dysregulation in immune system cell infiltration, which lead
to a low grade chronic inflammation. Caloric restriction (CR) with balanced diets is widely used
to induce body fat loss and dietary lipids influence meaningly on their pro-inflammatory effects.
However, there is no consensus on the CR in a high fat diet direct effect into obese adipose
tissue, especially on inflammation. Therefore, the aim of this study was to investigate the effects
of a CR in a high fat diet in the visceral adipose tissue inflammation of obese mice. Fifty-two
male C57BL/6 mice were used. Firstly, the animals were divided into two groups that were fed a
control diet (10% of the lipid energy content — C; n = 16) and an obesogenic diet (60% of lipid
energy content — Ob; n = 36). After eight weeks (obesity induction phase), six animals from each
group were euthanized to verify visceral adiposity and inflammatory status. Then, Ob animals
were divided into three groups (n = 10 ): Ob — kept on Ob diet; ObS - submitted to weight loss
by switching Ob diet to C and free access and ObR - submitted to weight loss by receiving
calorie restricted amounts of Ob diet to achieve the same body weight of ObS animals (weight
loss phase). After seven weeks, markers of body composition, metabolism, systemic and
epididymal adipose tissue inflammation were analyzed. Ob animals became obese and
inflammade. At the end of weight loss phase, CR in a high fat diet resulted in final body masses
and Lee Indexe similar to C and ObS groups, being the three groups lower than Ob (p <0.05).
However, body mass loss was lower and energy efficiency was higher for ObR group (p <0.05),
even at the same amount of calories ingested. The ObR group also showed higher visceral
adiposity index compared to ObS or C and lower to Ob (p <0.05). CR in a high fat diet was not
able to reduce leptin and adiponectin epydidimal tissue concentrations compared to Ob, but it
lowered inflammatory cell infiltrates similarly to C group (p<0.05). In addition, it reduced the
hypertrophied adipocyte frequency to intermediate values (p<0.05) between Ob and C groups.
Consistent with these latter finding, IL-6, TNF-a, IFN-y and MCP-1 cytokine concentrations
were reduced compared to Ob (p <0.05), but they did not reach C group. The IL-12p70 and IL-
10 concentrations were not altered. Insulin tolerance was reduced to baseline (C) by CR in a high
fat diet (p <0.05), although glucose tolerance remained similar to the Ob group. Serum and
hepatic CRP and hepatic lipid levels were reduced to values betweeen Ob and C groups (p
<0.05). CR in a high fat diet diet led to weigh loss, but it was less effective in promoting fat loss,
especially visceral fat. Thereby, there was attenuation in the pro-inflammatory tissue and

systemic status, with a slight improvement in glucose homeostasis. It is possible that, despite



CR, deleterious effects from lipid and saturated fatty acid overload in this diet were the main

determinants of the observed outcomes.

Keywords: Obesity. Inflammation. Visceral adipose tissue. Caloric restriction. High fat diet.
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1 INTRODUCAO

Evidéncias epidemiologicas sobre o aumento da obesidade e de suas patologias associadas
tém conduzido, nas ultimas décadas, a um incremento draméatico no nimero de pesquisas sobre o
papel do tecido adiposo como um participante ativo no controle de processos corporais
fisiologicos e patolégicos (VERSINI et al., 2014). Atualmente, acredita-se que o tecido adiposo,
especialmente o tecido adiposo branco, seja um 6rgao secretorio ativo, enviando e respondendo a
sinais que modulam o apetite, 0 gasto energético, a sensibilidade a insulina, os sistemas
endocrino e reprodutor, o metabolismo 6sseo, a inflamacdo e a imunidade (MINHANE et al.,
2015).

Na obesidade, a expansdo do tecido adiposo branco leva a expressdo alterada de proteinas
em seus adipdcitos, bem como a infiltracdo de células do sistema imune, especialmente
macrofagos, ambos com carateristicas funcionais pré-inflamatdrias. Esses eventos sdo pecas
chave no desenvolvimento de uma inflamacéo cronica de baixo grau (DISPIRITO e MATHIS,
2015) a qual é considerada subjacente ao desenvolvimento de varias comorbidades, tais como o
diabetes do tipo 2 (GO et al., 2013).

Assim, de um lado, tem sido mostrado que o0 excesso de gordura no tecido adiposo resulta
em inflamacéao sistémica de baixo grau, a qual esta envolvida na patogénese de muitas doencas
associadas a obesidade. De outro lado, a perda de peso, a saber, de massa de tecido adiposo, leva
a uma melhora do estado pré-inflamatério tecidual e sistémico e, por consequéncia, reduz o risco
de desenvolvimento das comorbidades associadas (SUGANAMI e OGAWA, 2010).

Nesta perspectiva, a restricdo calorica com dietas balanceadas vem sendo utilizada para
promover a perda de peso e, com isso atenuar a inflamag@o local e sistémica, sendo que a
quantidade de gordura e sua composi¢do em acidos graxos parecem ser importantes nessas dietas
(WANG et al., 2013). Entretanto, o consumo de dieta de RC balanceada requer grandes
mudancas no estilo de vida, as quais muitas vezes, ndo sdo conseguidas pela maioria dos
individuos. Entdo, a adesdo a essas dietas € quase sempre muito baixa, levando ao fracasso na
perda e, ou, manutencédo do peso corporal perdido (WADDEN et al., 2012).

Além disso, ndo existe ainda um consenso sobre efeitos diretos da RC no tecido adiposo
obeso, especialmente na inflamagdo (WANG et al., 2013). Adicionalmente, existe controvérsia
nos poucos estudos e, assim, uma grande lacuna sobre efeitos da RC com dieta hiperlipidica, que
sd0 mais palataveis e promovem maior saciacao/saciedade, na inflamacdo do tecido adiposo
(PLAT etal., 2007).
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Logo, este estudo investigou, primariamente, marcadores e indicadores da inflamagéo do
tecido adiposo visceral de camundongos obesos submetidos ao emagrecimento por meio da RC
com uma dieta hiperlipidica. Secundariamente, verificamos se possiveis altera¢des inflamatorias

teciduais refletiriam em alteragdes em desfechos sistémicos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Obesidade

A obesidade é uma enfermidade cronica que é caracterizada por acimulo excessivo de
gordura no tecido adiposo em um nivel que prejudique a satde do individuo. Ela tem origem
multifatorial, afeta milhGes de adultos e criancas no mundo e por isso é considerada um
importante problema de satde pablica (WHO, 2004).

Globalmente, em 2016, 39% da populacdo adulta tinha excesso de peso e 18% dos
adolescentes e criangas ja estavam com sobrepeso ou obesos. Pesquisas apontam que em 2025, a
expectativa seja de que 2,3 bilhdes de adultos no mundo estejam com diagnostico de sobrepeso e
mais de 700 milhGes ja sejam obesos (WHO, 2016). Estima-se que, somente para os Estados
Unidos e Reino Unido, tenha um adicional de 76 milhdes de adultos obesos, por volta do ano de
2030. Esta estimativa contribuira expressivamente para os 8,5 milhdes de casos de diabetes ndo
insulinodependente, 7,3 milhdes de casos de doengas coronarianas e aproximadamente meio
milhdo de casos de cancer (FINUCANE et al., 2009).

No Brasil, dados da Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para Doengas Crénicas por
Inquérito Telefonico — VIGITEL, mostraram que a prevaléncia da obesidade nos adultos
aumentou, em 10 anos, cerca de 60% e passou de 11,8% em 2006 para 18,9% em 2016,
mostrando aumento semelhante em ambos os géneros (BRASIL, 2017).

A obesidade tem como consequéncia 0 aumento do risco para doencas cardiovasculares,
diabetes ndo insulinodependente, esteatose hepatica ndo alcodlica e outras doencas, tais como o
cancer (JUNG et al., 2016). Estas condi¢fes levam a reducdo da expectativa de vida e, juntas,
acabam levando a um impacto negativo na economia (CAPUTO et al. 2017).

Adicionalmente, Bahia et al. (2012) descreveram que 0s custos totais estimados, no
Brasil, com todas as morbidades relacionadas ao sobrepeso e a obesidade sdo de US $ 2,1
bilhdes de dolares no ano, US $ 1,4 bilhdes (68,4% dos custos totais) sdo devido a internagdes e
US $ 679 milhdes devido a procedimentos ambulatoriais. Aproximadamente 10% destes custos
sdo atribuidos por si s6 ao sobrepeso e a obesidade.

Desta forma, o interesse cientifico nesta patologia € imenso, o que inclui investigacfes
relacionadas as suas caracteristicas fisiopatoldgicas e os aspectos que as rodeiam, incluindo a
compreensdo de influéncias dietéticas em processos moleculares, celulares e sistémicos

determinantes do seu desenvolvimento e/ou controle.
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2.2 Aspectos fisiologicos e funcionais do tecido adiposo

O tecido adiposo (TA), até pouco tempo atras, era considerado apenas como um
reservatorio de energia, com funcdo de isolamento mecanico, térmico e participante na regulacéao
da termogénese (TRAYHURN e BEATTIE, 2001). No entanto, nas Ultimas décadas, tem sido
evidenciado que o tecido adiposo desempenha papéis mdltiplos na regulacdo de processos
sisttmicos que modificam a disponibilidade de nutrientes. Ele age como um 6rgao enddcrino que
recebe informacgdes de outros tecidos (cérebro, figado e musculos) e produz substancias que
agem localmente e sistemicamente para regular o balancgo de nutrientes (DISPIRITO e MATHIS,
2015).

De maneira geral, o TA faz parte do grupo de subtipos de tecidos conjuntivos reunidos
sob a denominagdo de tecido conjuntivo de propriedades especiais. Encontra-se distribuido por
todo o corpo e em individuos com peso eutréfico, pode representar entre 20 a 25% do peso
corporal da mulher e de 15 a 20% do homem (VIEIRA- POTTER, 2014). Este tecido € 0 mais
prevalente do corpo humano e ndo representa um Unico compartimento homogéneo, mas sim
depdsitos regionais especificos que possuem diferentes fungdes biologicas. Além disso, 0s
compartimentos de tecido adiposo individuais tém associacdes mais fortes com processos
fisioldgicos e patoldgicos do que a massa total de tecido adiposo (SHEN et al., 2007).

Morfologicamente, o tecido adiposo é constituido por adipécitos maduros diferenciados,
separados entre si por pequena quantidade de matriz extracelular e da fracdo estromo-vascular.
Esta é constituida, em grande parte, por uma rede de delgadas de fibras reticulares formadas
principalmente por colageno tipo Ill e pouco observaveis ao microscopio de luz com coloragdes
rotineiras. Nesta porcdo, sdo encontrados outros tipos de células, tais como células endoteliais,
nervosas e imunocompetentes, especialmente mondécitos e/ou macrofagos, linfocitos T, linfocitos
B, células dendriticas e pré-adipocitos (VIEIRA- POTTER, 2014). O equilibrio entre essas
variedades de células esta intimamente relacionado com a manutencdo da homeostase energética,
0 tamanho dos adipdcitos, o nimero e a polarizagdo dos linfocitos e dos mondcitos e/ou
macrofagos infiltrados (VIEIRA-POTTER, 2014).

Os adipd6citos sdo os principais constituintes do TA e caracterizam-se por acumular
lipidios em seu citoplasma. Estes lipidios sdo em sua maior parte triglicerideos. Nos mamiferos,
existem dois tipos de adipocitos que podem coexistir em todos os locais de TA (OUCHI et al.,
2011): os adipécitos marrons ou multiloculares que caracterizam o tecido adiposo marrom
(TAM) e os adipdcitos brancos ou uniloculares, que caracterizam o tecido adiposo branco (TAB)
(Figura 1).
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Figura 1 - Adipécito multilocular (marrom) e adipécito unilocular (branco).

Adipocito Multilocular Adipocito Unilocular
~Mitocondria

Mitocondria —/ Goticula &e Gordura

Fonte: Adaptada de MANCIINI M. C. et al., 2010.

No TAM, adip6citos mantém muitas e pequenas gotas de lipidios no citoplasma e o
nacleo ocupa diferentes posicdes na célula, seja no centro ou na periferia (Figura 1). As
mitocondrias das células do TAM transformam a maior parte da energia dos lipidios em energia
térmica, em vez de resintetizar ATP. Assim, 0 TAM ¢é especializado na produgéo de calor
(termogénese) e, portanto, participa ativamente na regulacdo da temperatura corporal. Os
depdsitos de TAM estdo praticamente ausentes ou em quantidades muito pequenas em humanos
adultos, mas sdo encontrados e maiores quantidades em fetos e recém-nascidos, na regido
cervical, supra clavicular, paravertebral, interescapular e perirenal (TAM e RAVUSSIN, 2012).

No TAB, as gotas de lipideos acabam se fundindo em uma grande gota que ocupa a maior
parte do adipécito, deslocando o restante do citoplasma e o nucleo para a periferia da célula
(Figura 1). Este tipo predomina em quantidade sobre o marrom, sendo distribuido em regides
especificas em quase todo o organismo. Macroscopicamente, sua cor é frequentemente
amarelada devido a pigmentos e vitaminas (principalmente B-caroteno) dissolvidos nos lipidios e
por esta razdo também é denominado de gordura amarela. E o principal reservatorio de
triglicerideos para serem usados como fonte de energia (SUGANAMI et al., 2012).

Além disso, ressalta-se recentemente, a evidéncia da existéncia de adipdcitos no TAB,
chamados “beges” ou “brite” (brown in white). Esses adipocitos sdo celulas residentes do TAB
que, dependendo das condicBes, comportam-se tanto como adipocitos brancos classicos,
estocando energia na forma de triglicerideos, quanto como adipdcitos marrons, dissipando
energia do metabolismo oxidativo como calor, como por exemplo, quando expostos ao frio
(CASTRO etal., 2017).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tam%20CS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23264294
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ravussin%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23264294
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Funcionalmente, o TAB possui intensa atividade metabdlica, que contribui notavelmente
para o controle da homeostase energética do organismo. Ele é capaz de produzir e secretar
inimeras proteinas, coletivamente chamadas adipocinas, que agem de forma autdcrina, paracrina
e enddcrina (GOOSSENS, 2008). Dentre as adipocinas, podemos citar a leptina, a adiponectina e
a resistina, e outras moléculas como o inibidor de ativacdo de plasminogénio (PAI-1), o
angiotensinogénio, dentre outras. Além disso, células imunes residentes secretam inlmeras
citocinas tais como as interleucinas-6 (IL-6), a interleucina 10 (IL-10), o interferon-y (IFN-y), o
fator de necrose tumoral a (TNF- a), a proteina quimioatraente de mondécitos (MCP-1), dentre
outras (LUMENG et al., 2007).

Os fatores secretados no TAB participam de iniGmeros processos imuno-endocrino-
metabolicos locais e sistémicos, tais como da regulacdo do metabolismo da glicose e dos
lipidios, do gasto energético e do comportamento alimentar, da inflamacgéo, da adipogénese, da
funcdo vascular, da coagulacdo sanguinea, entre outros (TORRES-LEAL et al., 2012). Além
disso, O TAB recebe inervacdes simpaticas e possui uma rede de comunicacdo neural com 0s
neuronios do sistema nervoso central, bem como com o0s neurdnios do sistema nervoso
simpatico, recebendo e enviando multiplos sinais que podem controlar as suas proprias secrecdes
(ARMANI et al., 2010).

O TAB é classificado como subcutaneo (TABS) e visceral (TABV), também chamado
intra-abadominal. O TABS estd localizado abaixo da pele em humanos e com quantidades
maiores no abddmen e nas pernas. O TABV encontra-se, tanto em humanos quanto em roedores,
na regido inferior ao masculo diafragma e acima do fémur e compreende 0s depdsitos
abdominal, mesentérico e omental. O dep6sito omental é a maior fracdo em humanos quando
comparado com roedores. Nos roedores machos, o compartimento epididimal é considerado
funcionalmente equivalente ao omental em humanos (TCHKONIA et al., 2013; TRAN e KAHN,
2010).
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Figura 2 — Anatomia dos principais dep0sitos corporais de gordura em roedores (A) e humanos (B).
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Fonte: TCHKONIA et al. (2013)

Funcionalmente, 0 TABV apresenta perfil de secretério diferente do TABS (KERSHAW
e FLIER, 2004). O primeiro produz mais citocinas pro-inflamatérias, como a IL-6, o inibidor de
ativagdo de plasminogénio (PAI-1) e o angiotensinogénio, enquanto que o TABS secreta mais
leptina e maiores quantidades de adiponectina (KERSHAW e FLIER, 2004). Também tem sido
demonstrado que os adipocitos do TABV sdo maiores, mais resistentes a insulina, possuem
maior vascularizacdo, maior inervacdo, sdo mais sensiveis a lipolise e a infiltracdo de
macrofagos, células T e células NK (FOX et al., 2007). Deste modo, alteragdes morfofuncionais
nos adipacitos deste tecido podem impactar expressivamente no metabolismo hepatico, ja que 0s
produtos secretados por ele sdo liberadas diretamente na veia porta (FOX et al., 2007).

Neste sentido vale ressaltar que excesso de TABV, comumente chamado de obesidade
visceral, € mais correlacionado com disfungdes metabdlicas, incluindo desordens inflamatorias,
resisténcia a insulina e diabetes (DINH et al., 2015). Por exemplo, a remocéo cirurgica de tecido
adipose visceral em modelos animais reduz concentragdes circulantes de colesterol e
triglicerideos, melhora a sensibilidade hepatica e periférica a insulina e aumenta a expectativa de
vida. Em contraste, aumento do tecido adiposo subcutaneo parece estar associado com melhor
sensibilidade a insulina e menor risco de desenvolver diabetes do tipo 2 do que aumento do
tecido adiposo visceral (revisado por TRAN e KAHN, 2010).

Existem trés possiveis explicacdes para isso: 1) a obesidade visceral ndo € por si SO
patologica, mas € apenas um marcador para algum “mix” ambiental/genético subjacente que leva
a doenca, 2) a gordura visceral € deletéria simplesmente porque é um sitio anatbmico ligado
diretamente ao sistema porta hepatico (MONTAGUE e O’RAHILLY, 2000) e 3) algumas
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propriedades intrinsecas dos adipocitos viscerais, tais como, maior resposta lipolitica as
catecolaminas (REBUFFE-SCRIVE et al., 1989), menor resposta & insulina (HELLMER et al.,
1992) e menor secrecdo de leptina (HARMELEN et al., 1998) tornam a sua expansdo prejudicial.

De fato, de acordo com Foster e Pagliassotti (2012), depositos viscerais de gordura liberam
seus produtos diretamente na veia porta, enquanto que depdsitos subcutaneos liberam na
circulagdo sistémica. Na obesidade (humanos e roedores) o efluente da veia porta para o figado
contem altas concentracdes de acidos graxos livres e IL-6 comparado com a circulacdo
sistémica. Esses autores também postulam que, quando comparado com depdsitos subcutaneos,
0S Vviscerais caracterizam-se por concentracoes reduzidas de leptina e adiponectina e aumentadas
de citocinas pré-inflamatorias, além de lipolise aumentada, resposta reduzida a insulina e

diferenciacdo e angiogénese reduzidas.

2.3 Fisiopatologia da obesidade: papel da inflamagéo do TAB

De maneira geral e, em primeira instancia, a expansdo disfuncional do TAB ¢é o resultado
da maior ingestdo caldrica em relagdo ao gasto (FIELD, 2014). Fisiologicamente, o0 TAB se
expande, tanto pelo aumento do tamanho dos seus adipocitos, em razdo do acumulo de TG
(hipertrofia, Figura 3), quanto pelo aumento do nimero de células, devido a maior diferenciacdo
dos pré-adipécitos em adipdcitos maduros (hiperplasia) (SUN, KUSMINSKI e SCHERER,
2011). No desenvolvimento da obesidade, ocorre remodelamento do TAB com alteragdo na
proporcdo e no tipo de ceélulas presentes na sua porcdo estromo-vascular (Figura 2). Ha
infiltracdo de células imunes, excessiva producdo de matriz extracelular (MEC), fibrose,
desregulacdo da producdo de adipocinas e desequilibrio redox, sendo que os macrdfagos
possuem papel central neste processo (SUGANAMI e OGAWA, 2010).
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Figura 3 - Expanséo funcional e disfuncional do TA na obesidade.
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(A) Expansdo do TA saudavel, através do recrutamento de células precursoras adipogénicas, juntamente com uma
resposta angiogénica e remodelagdo adequadas da matriz extracelular. (B) Expansdo do TA patolégico, com
aumento macigo dos adipdcitos existentes, angiogénese limitada e hipoxia subsequente, macréfagos do estagio M1
prevalecem, fendtipo inflamatério fortemente associado a resisténcia a insulina. Adaptada de SUN, KUSMINSKI e
SCHERER (2011).

Inicialmente, a expansdo rapida do TAB devido ao acumulo de TG, ndo é acompanhada
pelo processo de neovascularizagdo, o que reduz a captacdo de oxigénio pelo tecido, surgindo
assim, um estado de hipéxia (TRAYHURN, 2014). Logo, a hip6xia parece ser um dos primeiros
determinantes da disfuncdo do TAB e um dos principais fatores iniciantes do estresse da matriz
extracelular (MEC) (SUN et al., 2013). De fato, Passarica et al. (2009) demonstraram que
adipécitos hipertrofiados secretam menos fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), o
que leva a uma menor angiogénese e um aumento da hipoxia e morte celular por necrose. Ainda,
em camundongos, a superexpressao do fator de transcri¢ao induzivel por hipoxia 1o (HIF-1a) no
TAB inicia a fibrose e eventos inflamatérios locais (HALBERG et al., 2009), enquanto que a
remocdo deste fator do TAB promove melhorias metabdlicas na obesidade induzida por dieta
(SUN etal., 2013).

A fibrose do TAB obeso é uma consequéncia patoldgica da desregulacdo da MEC,
caracterizada por abundancia de proteinas, especialmente de colageno tipo VI, que constitui um
dos componentes principais relacionado a falta de flexibilidade da MEC disfuncional (KHAN et
al., 2009). Cabe ressaltar que, quanto maior a flexibilidade da MEC, mais o TAB conseguem se
expandir em um contexto saudavel, livre de estresse. Quanto mais inflexivel, maior a
incapacidade dos adipocitos de estocar lipideos excedentes de maneira apropriada, 0 que

dificulta seu crescimento e promove a lipotoxidade (SUN et al., 2013). Em modelos animais de
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obesidade, a deficiéncia do colageno tipo VI aumenta a capacidade de estoque dos adipdcitos e
minimiza a acumulacdo ectopica de lipideos em outros tecidos (KHAN et al., 2009).

Além disso, a combinacéo de hipdxia e excesso de nutriente induzem a um estresse do
reticulo endoplasmatico, o que pode levar a morte eventual do adipécito ou induzir respostas
pro-inflamatérias (ARKAN et al., 2005). Essas respostas incluem aumento da producdo e
liberagdo de adipocinas pelo adipdcito, tal como a leptina e resistina, e pela ativacdo de varias
vias de sinalizagdo pré-inflamatorias que resultam também na producédo de varios biomarcadores
da inflamacéo (IL-6 e fator de necrose tumoral-o. - TNF-a, dentre outros), tanto pelos adipdcitos
quanto por células imunes residentes (FUENTES et al., 2013). Concomitantemente, ha uma
reducdo na secrecdo de fatores anti-inflamatorios, como a adiponectina e a IL-10 (OKAMOTO
et al., 2008). Dentre as vias de sinalizacdo que regulam a expressdo de marcadores pro-
inflamatodrios no TAB, destaca-se a via do Fator Nuclear kappa-B (NFk-B).

Evidéncias cientificas sugerem que a via regulada pelo NFk-B possui um papel central
tanto na fase de iniciacdo como na fase de perpetuacdo da inflamacdo crénica de baixo grau
associada a obesidade (GHOSH et al., 2012). NFk-B é um nome coletivo para fatores de
transcricdo diméricos, que compreendem proteinas de ligacdo ao DNA. Esta familia tem sido
amplamente investigada nos ultimos 25 anos por causa do seu envolvimento em varios
programas biolégicos. A familia NFk-B, participa de maneira central nas atividades do sistema
imunoldgico, tendo influencia essencial na montagem das respostas imunes inata e adaptativa.
(GHOSH et al., 2012). Em estado de desativagdo o NFk-B encontra-se associado a proteina
inibitoria kappa B (Ik-B) citoplasmatica. (GHOSH et al., 2012). Se houver o desmembramento
da molécula, separando o NFk-B deste complexo proteico inibitério, ocorre a translocacdo do
NFk-B ativo para o nucleo, permitindo a sua ligacdo a sequéncias responsivas presentes nas
regides regulatorias de diversos genes (TAK E FIRESTEIN, 2001).

Para a ativacdo das subunidades do NFk-B, é preciso um estimulo que o dissocie da 1k-B, e
isso acontece quando o complexo especifico de quinases (IKK) fosforila a 1k-B, liberando os
dimeros de NFk-B para translocarem-se em direcdo ao ndcleo. Porém, para que a molécula de
IKK estimule a ativacdo do NFk-B, liberando-o para realizar sua funcdo celular, ela também
precisa estar na sua forma ativa (GHOSH et al., 2012), para isso ha receptores de citocinas pro-
inflamatdrias que sdo estimulados, como receptores do fator de necrose tumoral (TNFR),
receptor IL-1 (IL-1R) e os receptores do tipo toll-like (TLR3, TLR4, TLR7). Estes receptores sao
capazes de ativar o complexo de proteina quinase IKK que fosforila a proteina IkB no residuo de
serina liberando entdo o NFk-B na sua forma ativa (CHEN e CHEN, 2013).
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Atualmente, sabe-se que existem varios estimulos que induzem a ativacdo do IKK, como
citocinas inflamatorias, mitdgenos, proteinas virais, estresse (GHOSH et al., 2012), além de
acidos graxos livres e lipopolissacarideos (LPS). Por exemplo, na obesidade, a ligacdo de
acidos graxos livres em excesso ou lipopolissacarideos a receptores do tipo toll-like (TLR-4) na
membrana do adipdcito induz o desmembramento do complexo NFk-B/Ik-B, liberando o NFk-
B que transloca-se para o nucleo e assim estimula a expressao de citocinas pro-inflamatorias
como TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-8 entre ourtas (TAK E FIRESTEIN, 2001).

Os adipdcitos excessivamente hipertrofiados induzem também a secrecdo de varios
fatores quimiotaticos que atraem os mondcitos circulantes para migrarem e infiltrarem para
dentro do tecido adiposo. Os mondcitos recém-recrutados tornam-se entdo, polarizados para
macrofagos pré-inflamatorios, ou M1 ou “classicamente ativados"”, em oposi¢do aos macrofagos
anti-inflamatorios, ou M2 ou “alternativamente ativados” (ITOH et al., 2011).

Os macréfagos M2 sdo induzidos por citocinas como as interleucinas 4 e 13 (IL-4 e IL-
13), e apresentam um perfil com secrecdo significativo de mediadores anti-inflamatorios, como a
interleucina-10 (IL-10) (SICA e MANTOVANI, 2012) e IL-1ra (MAKKI, FROGUEL,
WOLOWCZUK, 2013). Os macréfagos M2 também apresentam producdo aumentada de
arginase, que pode competir com a arginina, necessaria para a producdo de oxido nitrico (NO), e
promovem reparo tecidual (ITOH etal., 2011).

Os macrofagos M1 estdo associados ao stress oxidativo, a inflamacdo e a destruicdo
tecidual porque desregulam os processos de sinalizagdo dos adipocitos, aumentando a producéo
de espécies reativas e secretam citocinas pro-inflamatorias (LUMENG et al., 2007). Eles séo
induzidos por mediadores, como IFN-y e apresentam produg¢do aumentada de citocinas pro-
inflamatorias, como o TNF-o, interleucina-1p (IL-1pB), IL-6 e espécies reativas de oxigénio,
como NO (SICA e MANTOVANI, 2012). Além disso, “circundam” adipodcitos apoptoticos
criando as chamadas estruturas "semelhantes a coroas” (crown-like structures), com consequente
hipdxia e morte do adipécito (LUMENG et al., 2007).

Assim, na obesidade, observa-se aumento na proporcdo de macrofagos do tipo M1 em
relacdo aos M2 (DALMAS et al., 2011). Em humanos com peso adequado, os macréfagos do
TAB correspondem a aproximadamente 10% das células da porcdo estromo-vascular e
encontram-se no estado de ativagdo M2, contribuindo para manter a homeostase do tecido. Na
obesidade, eles representam aproximadamente 50% de células desta natureza, sendo a maioria
em estado de ativacio M1 (MOLGAT et al., 2012). Além disso, ocorre infiltracdo de outras
células imunes como linfécitos, neutrofilos e mastdcitos, agravando o processo inflamatério
(SUGANAMI e OGAWA, 2010).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Makki%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24455420
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Froguel%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24455420
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wolowczuk%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24455420
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Desta forma, a inflamacéo do tecido adiposo, associada a obesidade, inicia-se localmente
e conforme a piora do estado metabdlico do adipocito devido ao acumulo disfuncional de
lipideos nessas células toma proporcdes sistemicas. Esta condigdo, denominada inflamacéo
cronica de baixo grau, tem recebido expressiva atencdo como provavel alvo terapéutico, devido
ao seu papel na patogénese das inimeras desordens associadas a obesidade, tais como a
resisténcia a insulina, o diabetes do tipo 2, a doenca hepéatica ndo alcoolica, doencas
cardiovasculares, dentre outras (WU et al., 2010). Embora 0os mecanismos exatos que levam a
inflamacdo da obesidade ainda ndo estejam totalmente esclarecidos, a caracteristica principal e
inicial desta resposta pro-inflamatéria cronica é a producdo anormal de proteinas (adipocinas)
pelo tecido adiposo e de muitos biomarcadores pré-inflamatorios (adipocitos e macrofagos)
(FUENTES etal., 2013).

2.3.1 SecrecgOes do TAB inflamado

Como relatado anteriormente, a expansdo disfuncional do TAB na obesidade leva a
desregulacdo da secrecdo de varios fatores, produzidos tanto pelos adipdcitos quanto pelas
celulas imunes residentes e infiltradas, as quais incluem o aumento da secre¢do de uma gande
variedade de fatores pro-inflamatdrios, tais como a leptina, as citocinas IL-6, TNF-a, I[FN-y ¢ IL-
12p70, a MCP-1 com uma reducdo paralela de fatores antiinflamatérios, tais como a
interleucina-10 (IL-10) e a adiponectina (SUN et al., 2011).

As principais adipocinas secretadas no TAB sdo a leptina, que tem sua agdo mais
esclarecida no controle da homeostase energética (ANTUNA-PUENTE et al.,, 2008) e a
adiponectina, que possui acdo anti-inflamatéria (OHASHI et al., 2010). Ambas exercem impacto
significativo na instalacdo, manutencdo e, ou piora do estado pro-inflamatério da obesidade
(FUENTES etal., 2013).

A leptina € um polipeptidio secretado principalmente pelos adipdcitos maduros
(MARTOS-MORENO et al., 2013) e suas concentragbes circulantes correlacionam-se
positivamente com a massa de tecido adiposo, contetdo de triglicerideos e estado nutricional
(LASTRA et al., 2006). O controle do apetite € funcdo basica da leptina. Esta proteina é capaz de
atravessar a barreira hematoencefalica para agir nos receptores dos centros de apetite localizados
no hipotdlamo (CRUJEIRAS et al., 2015), informando sobre a quantidade de energia reservada
no TAB para o sistema regular a alimentacdo. Além disso, induz a maior oxidagdo de substratos
energéticos, aumentando o gasto energético nos musculos (SETHI e VIDAL-PUIG, 2007).

De acordo com Fried et al. (2000), o tecido adiposo de individuos obesos secreta

aproximadamente sete vezes mais leptina quando comparado ao de individuos eutroficos, sendo
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que, tanto a hiperplasia quanto a hipertrofia sdo responsaveis pelo aumento da secre¢do de
leptina. Considerando seu papel na regulacdo da homeostase energética, a leptina, entdo, poderia
atuar tanto direta quanto indiretamente para modificar a massa adiposa por meio da reducdo do
tamanho e/ou nimero adipdcitos, prevenindo o acumulo de lipideos em adipdcitos (HARRIS,
2014). No entanto, elevadas concentracfes enddgenas de leptina podem induzir a resisténcia a
leptina (LEONI et al., 2010), inibindo seus efeitos regulatorios no equilibrio energético e
contribuindo para a disfuncdo dos adipécitos (CRUJEIRAS et al., 2015).

Além disso, a hiperleptinemia pode impactar no processo inflamatério, porque contribui
para 0 aumento da infiltracdo de macréfagos e producédo de citocinas pro-inflamatorias e para o
desequilibrio redox (CRUJEIRAS et al., 2015). Tem sido evidenciado que elevadas
concentracdes teciduais e séricas de leptina estdo associadas a proliferacdo de linfocitos T, a
inducdo da expressdo de citocinas pro-inflamatérias pelos macréfagos (IL-6 e TNF-a) ¢
monacitos e da proteina C reativa (PCR) nos hepatocitos (CRUJEIRAS et al., 2015).

A adiponectina é sintetizada principalmente pelos adipdcitos, mas também é expressa em
células musculares esqueléticas, cardiomiocitos e células endoteliais (WOLF et al., 2004). Este
peptideo apresenta maior sintese no TABS quando comparado ao TABV (MARTOS-MORENO
etal., 2013).

Em condicdes fisioldgicas, esta adipocina circula no soro em concentracdes consideradas
altas (5 a 10 mg/mL) comparadas com as da leptina (poucos ng/mL) e apresenta uma ampla faixa
de efeitos biolodgicos. As concentragdes séricas de adiponectina sdo inversas a adiposidade e
estdo reduzidas na obesidade (OKAMOTO et al., 2008). A adiponectina possui um papel
protetor importante, devido as suas funcdes anti-inflamatéria, anti-aterogénica e de estimular o
aumento daa sensibilidade a insulina (OKAMOTO et al., 2008).

Dentre seus multiplos efeitos, estdo a regulacdo direta do fendtipo de macrofagos,
favorecendo sua polarizacdo para M2 (OHASHI et al., 2010), com consequente inducdo da
secrec¢do de citocinas anti-inflamatorias como a IL-10 e do agonista do receptor de interleucinas-
1 (IL-1RA) tanto nos macrdéfagos quanto em mondcitos e celulas dendriticas; supressdo da
producdo de IFN-y em macrofagos (WOLF et al., 2004; YAMAGUCHI et al., 2005); supressao
da secrecdo de quimiocinas e do recrutamento de linfocitos T (OKAMOTO et al., 2008);
aumento do transporte de glicose responsivo a insulina (OKAMOTO et al., 2008).

Assim, a desregulacdo na secrecdo de adipocinas também contribui para 0 processo
inflamatério local, ja que contribui para a desregulacdo na secrecdo de diversas citocinas, as
quais desempenham um papel chave no tanto no estabelecimento do estado pré-inflamatério

quanto na sua manutencéo e, ou piora da inflamacéo crénica de baixo grau.
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O TNF-a desempenha um papel central no inicio e na regulagdo da cascata de citocinas
durante a resposta inflamatéria. No TAB disfuncional, ele é produzido em sua maior parte pelos
macrofagos, porém os adipocitos maduros também contribuem consideravelmente para sua
secrecdo aumentada (RUBIO-PEREZ, 2012). Ela € uma classica citocina pré-inflamatéria e seu
papel na sinalizagdo da insulina tem sido extensivamente estudado. O TNF-a inibe a sinalizagdo
da insulina porque reduz componentes desta cascata (STEPHENS, LEE, PILCH, 1997).
Adicionalmente, pode também induzir a inibicdo da fosforilacdo dos substratos-1 do receptor de
insulina (IRSs), bloqueando a sinalizacdo em cascata (RUI et al., 2001). Tem sido também
demonstrado que esta interleucina aumenta a atividade da lipase hormoénio-sensivel induzindo a
lipdlise, mas por outro lado, reduz a expressdo e a atividade da lipase lipoproteica o0 que promove
maior esterificacdo de acidos graxos e armazenamento de triglicerideos no TAB (IMAI et al,
2004). Assim, 0 TNF-o pode promover a manutengdo da alta concentracdo plasmatica de AGL,
que também é um fator que contribui para o desenvolvimento de resisténcia periférica a insulina
(TORRES-LEAL, 2012).

A IL-6 é uma citocina secretada, nos seres humanos e em roedores, por varias células,
tais como osteoblastos, midcitos, queratindcitos, células B pancreaticas, células endoteliais,
monocitos, macrofagos, adipocitos, dentre outras (CAREY et al., 2004). Sua concentracédo
circulante é, normalmente, baixa, porém se elevam em varias condi¢cdes inflamatérias
(TORRES-LEAL, 2012). No processo inflamatério cronico do TAB, a IL-6 é uma citocina
apontada como pro-inflamatoria (KAMIMURA et al., 2003). Curiosamente, parece que esta
citocina estd associada a resisténcia a insulina, independente da obesidade. Hong et al. (2009)
administraram IL-6 em camundongos magros e observaram inducdo espontanea da resisténcia a
insulina. Por outro lado, Wallenius et al. (2002) observaram que camundongos com dele¢do de
IL-6 desenvolvem obesidade tardia e resisténcia a insulina.

A MCP-1 ou CCL-2 (ligante de quimosina 2), também é uma proteina expressivamente
associada a inflamacdo da obesidade. Ela é secretada pelos adipdcitos e esta diretamente
relacionada com o tamanho do adipdcito e indiretamente com a vascularizagdo do mesmo, sendo
mais expressa na porcdo estromo-vascular (SKURK et al., 2007). Esta quimocina é capaz de
estimular o recrutamento de macrofagos para o tecido adiposo (OKWAN-DUODU et al.,
2013). Oh et al. (2012) e Kanda et al. (2006) demonstraram em camundongos C57BL/6 com
obesidade induzida por dieta que a delecdo desta quimosina ou de seu receptor CCR2 diminuiu o
contetdo de macrofagos pro-inflamatorios e a inflamacéo do tecido adiposo (WEISBERG et al.,
2006). Por outro lado, a superexpressao tecido-especifica de MCP-1 aumentou o contetdo de

macrofagos pro-inflamatérios no tecido adiposo (OKWAN-DUODU et al., 2013). Assim, 0
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eixo CCL-2/CCR-2 foi sugerido como um dos principais promotores do recrutamento de células
inflamatdrias para o tecido adiposo de camundongos obesos.

O IFN-y ¢ classificado como uma citocina pro-inflamatoria porque induz o NO e estimula
a atividade do TNF, ele é capaz de ativar a via que afeta as células T citotdxicas e também possui
atividade antiviral (RUBIO-PEREZ, 2012). No tecido adiposo, sabe-se que as células NK e T
presentes, atuam na regulacdo positiva da expressdao e ativacdo do IFN-y. Em rela¢do aos
macrofagos, o IFN-y tem a capacidade de estimular a altera¢do do fenotipo M2 para M1. Como
um fator importante na regulacdo da inflamacéo e da resisténcia a insulina, o IFN-y, além de
regular o fenétipo de macréfagos, também induz a expressdo de TNF e regula a de IL-10, sendo
considerado uma citocina que influencia fortemente a inflamacdo do tecido adiposo e as
alteracOes advindas da mesma (O’ROURKE, 2009).

A citocina IL-12p70 (forma ativa da IL-12) é produzida por células imunes ativas e €
considerada o principal fator promotor de um perfil secretorio de citocinas pro-inflamatérias
(Thl) em oposicdo ao perfil anti-inflamatorio (Th2). Esta citocina é produzida primariamente
pelos macréfagos e células dendriticas e induzem a secrecdo de IFN-y pelas células T (LOUER
et al., 2012). Strissel et al. (2010) demonstraram que camundongos C57BL/6 alimentados com
dieta hiperlipidica (60% das calorias) aumentaram a expressdo da IL-12p70 em macrofagos do
tecido adiposo quando comparados a camundongos alimentado com dieta hipolipidica
(STRISSEL et al., 2010).

Por outro lado, a IL-10 é uma classica citocina anti-inflamatdria. Ela é altamente expressa
em linfécitos T regulatérios, mas também em macréfagos e outras células. Acredita-se que esta
citocina promove melhorias n resisténcia a insulina induzida pela obesidade (LEEA e LEEA,
2014). De fato, a superexpressdo de IL-10 aumenta o nimero de macr6fagos M2 do TAB
(FUJISAKA et al., 2009) e a sua co-infusdo com IL-10 em IL-6 reverte a resisténcia a insulina
mediada pela IL-6 (HONG et al., 2009). Também ja foi observado que o tratamento com IL-10,
em adipaocitos, reduziu a concentragcdo de MCP-1 (LUMENG, 2007). Assim, tem sido apontado
que esta citocina pode inibir TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, MIP-1o. ¢ MIP-2a, atenuar a
expressao de receptores de superficie do TNF e promover a eliminacdo dos receptores do TNF
na circulacao sistémica (RUBIO-PEREZ, 2012).

2.4 Restricao caldrica, composicdo lipidica e inflamacao cronica de baixo grau

Considerando que o excesso de ingestdo energética em relacdo ao gasto €, em primeira

instancia, um fator determinante na patogénese da obesidade, a restricdo da ingestdo caldrica em
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relacdo ao gasto poderia promover perda de adiposidade. Nesta perspectiva, terapéuticas com
dietas de RC s@o amplamente utilizadas para reduzir adiposidade e atenuar seus efeitos imuno-
metabdlicos adversos (OWAN et al., 2011).

No Brasil, os tratamentos dietéticos que utilizam a RC como meio para perda de peso sdo
caracterizados, geralmente, pela diminui¢do na ingestdo de calorias em relacdo ao gasto, com 0s
macronutrientes distribuidos de acordo com as recomendacdes da Organizacdo Mundial da
Saude e da Associagao para o Estudo da Obesidade e da Sindrome Metabdlica (ABESO, 2016).
Nessas dietas, a RC ¢ feita individualmente, com base nas informacdes de ingestdo e gasto
energético de cada individuo, de modo a promover um balanco energético negativo e uma perda
de peso considerada saudavel. 1sso se traduz em restricdes diarias de 500 a 1000 kcal para metas
de perda de peso de 0,5 a 1 kg por semana, que sdo consideradas saudaveis. Com relacdo a
manipulacdo dos nutrientes energeéticos, no geral, recomenda-se que sejam ofertadas de 15 a 20%
de calorias proteicas, 20 a 30% lipidicas e 55 a 60% glicidicas (ABESO, 2016). Assim, se
houver balanco energético negativo, o individuo perde peso. Entretanto, na maioria das vezes,
isto significa perda gordura corporal e também de massa magra, 0 que leva a uma reducdo
subsequente do gasto energético basal, induz a um aumento do apetite, entre outros efeitos, e
contribui significativamente para a ndo adesdo aos planos alimentares. Assim, a manutencdo do
peso perdido é, constantemente, um desafio, ja que a maioria dos individuos ndo consegue
manter o padrdo dietético proposto. (PADOVANI et al., 2006).

No que se refere a inflamacdo associada, embora essas dietas ndo apresentem,
prioritariamente, como alvo, a sua atenuagao/resolucdo, tem sido demonstrado que reduzem as
concentracdes séricas de citocinas pré-inflamatodrias, tais como o TNF- o, IL-6 e proteina C
reativa, e aumentam a producédo de produtos anti-inflamatérios, além de melhorar a sensibilidade
a insulina em individuos obesos (SEVERI et al., 2013; RUTH et al., 2013).

Outro ponto a ser considerado é que elas variam na quantidade de calorias a ser restrita,
na distribuicdo calorica, qualidade dos macronutrientes e na manipulagdo dos nutrientes
energéticos para atingir a restricdo desejada, ndo havendo consenso até 0 momento sobre qual ou
quais condutas seriam mais eficientes para promover a perda de peso com alvo na melhoria do
processo inflamatério crénico (WANG et al., 2011). Entende-se que, independente da obesidade,
a inflamacdo cronica de baixo grau representa uma desregulacdo do sistema imune. Sistema
imune desregulado favorece o desenvolvimento de doencas. No caso do tecido adiposo, afeta
intensamente seu metabolismo e, consequentemente sua homeostase. Considerando este tecido
como um 6érgdo enddcrino que controla e, ou, integra 0 metabolismo como um todo, atenuar ou

resolver a inflamacdo local podera contribuir para a melhoria das funcdes deste tecido e, para
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melhores respostas as terapias de perda de peso. Assim, o impacto da RC com foco na melhora
da inflamacéo induzida pela obesidade, ainda carece de esclarecimentos (KIEN et al., 2009).

Dentro desta perspectiva, do ponto de vista qualitativo, énfase tem sido dada recentemente
a composicdo em acidos graxos das dietas de RC, no contexto da inflamacdo (SACKS et al.,
2009). Os é&cidos graxos sdo importantes moduladores da resposta inflamatéria e, portanto,
podem impactar diferencialmente nas dietas de RC, conforme suas variacdes, tanto em
quantidade quanto em qualidade (PLAT et al., 2007). Desta forma, acidos graxos saturados, poli-
insaturados, monoinsaturados, e, especificamente os acidos graxos das familias n-3 e n-6, tém
sido estudados no contexto da inflamacdo (CALDER, 2006).

Comumente, tem sido demonstrado que os acidos graxos saturados (AGS) sdo capazes de
induzir processos pré-inflamatérios na obesidade induzida por dietas hiperlipidicas. Esses acidos
graxos sdo abundantes nas gorduras de origem animal (ENOS et al., 2013). Em estudos in vitro,
macrofagos expostos a acidos graxos saturados, aumentaram a expressao de genes e a secre¢ao
de citocinas pro-inflamatérios (ex. TNF-a e 1L-6) (KEWALRAMANI et al., 2011). O acido
palmitico (16:0), por exemplo, aumentou a expressao de mMRNA para IL-6 e subsequente
producdo de proteina de miotubos, possivelmente porque ativou via do fator nuclear kB (NF-kB)
(AJUWON e SPURLOCK, 2005), Mondcitos foram ativados por acidos graxos saturados,
especialmente acido laurico (12:00) via tool-like receptor-4 (TLR-4) e por esse mecanismo
induziram a atividade do NF-kB (WEATHERILL et al., 2005). FERNANDEZ-REAL et al.
(2003) observaram que a concentracdo sérica de &cidos graxos saturados em individuos com
excesso de peso foi positivamente associada com as de IL-6 e PCR, bem como a razdo saturados:
n-6 ou n-3.

Entretanto, mais recentemente, tem sido sugerido que os efeitos deletérios dos AGS no
risco metabdlicos dependem, ndo s6 da quantidade, mas do tipo de AGS que estd em excesso na
dieta (SACKS et al., 2009). Por exemplo, na meta-analise realizada por Fattore et al. (2014),
esses autores concluiram que dieta rica em acido palmitico (AGS, 16:0) promoveu valores
significativamente menores para os biomarcadores colesterol total, LDL, e HDL comparada com
dietas contendo 0os AGS miristico (14:0) e laurico (12:0).

Dentre os poli-insaturados, os acidos a-linoleico (18:2, 6mega-6 ou n-6) e o a-linolénico
(18:3, 6mega-3 ou n-3) representam aproximadamente 95% dos acidos graxos poli-insaturados
(AGPI) nas dietas ocidentais e estio presentes em abundancia nos 6leos vegetais (BULLO et al.,
2006). Sdo compostos dietéticos muito estudados por desempenharem papel na modulacdo da
inflamacéo, especialmente por apresentarem propriedades anti-inflamatérias (BULLO et al.,

2006). In vitro, tem sido demonstrado que esses acidos graxos suprimem efeitos pro-
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inflamatdrios em monadcitos/macrofagos (SNODGRASS et al., 2013) e afetam favoravelmente a
secrec¢do de citocinas pré-inflamatorias por essas células (CALDER, 2002).

Nas dietas ocidentais, o a-linoleico esta presente na propor¢do de 10 vezes a mais que o
a-linolénico. Este acido graxo € precursor do araquidénico (20:4, n-6), que € substrato para a
sintese de eicosanoides pro-inflamatérios. Assim, tem sido hipotetizado que ingestdo dietética
elevada de acido linoleico em relagdo ao linolénico modula a intensidade e a duracdo da
inflamacdo (CALDER, 2002). Entretanto, as evidéncias disponiveis ainda ndo conduziram a um
consenso. Fernandez-Real et al. (2003) observaram que total de AGPI n-6 no soro de individuos
com excesso de peso foi inversamente associado com as concentragfes de IL-6, mas ndo com as
de PCR. A razdo saturados:PUFAS n-6 nos lipideos séricos e fosfolipidios plasmaticos de
individuos com sobrepeso foi associada positivamente com concentragdes de IL-6, mas ndo com
de PCR. Isto sugere que, diminuir o status de acidos graxos saturados, com aumento do status de
AGPI n-6 pode reduzir a inflamacdo (FERRUCCI et al., 2006).

O acido a-linolénico é substrato para a producdo dos acidos docosaexaenoico (DHA) e
eicosapentaenoico (EPA), os quais sdo também substratos para a sintese de mediadores anti-
inflamatdrios. O aumento do consumo desses acidos graxos resulta no aumento da incorporagao
deles nas membranas a expensas do &cido araquidénico. Entdo, menos substrato para a sintese
dos eicosanoides derivados deste acido graxo estara disponivel (YAQOOB et al., 2000). Assim,
0s AGPI n-3 podem controlar a geracdo de eicosanoides pro-inflamatérios e favorecer a geracédo
daqueles anti-inflamatorios. Além disso, reduzem a expressdo de moléculas de adesao celular e a
sintese de citocinas pro-inflamatorias, tais como TNF-a, IL-6 e IL-1p (CALDER, 2006).

No entanto, a proporcao entre n-6 e n-3 na dieta também parece ser importante para esses
e outros efeitos. Um estudo dietético utilizando a suplementagdo de 6leo de peixe, rico em &cido
eicosapentaenoico (EPA) e docosahexaenoidco (DHA), derivados do acido linolénico, houve
reducdo da PCR e IL-6 plasmaticas em mulheres obesas na pds-menopausa (BULLO et al.,
2006). Esses autores também observaram que uma alta ingestdo de 6mega-3 (EPA e DHA)
combinada com uma baixa ingestdo de dmega-6 (acido linoleico) resultou em menor nimero de
receptores de TNF, sugerindo um baixo nivel de inflamacao.

Quanto aos acidos graxos monoinsaturados (AGMI), tem sido apontada sua relacdo na
inibicdo da resposta imune inata, através da via TLR4 (receptor Toll-like 4) e TLR2,
contribuindo para a ndo ativacdo do NF-kB e consequentemente, menor expressdo de citocinas
pro-inflamatérias como TNF, IL-6 e IL-8 (SCOTT, GIBSON e GARG, 2011). Também sdo
vistos efeitos benéficos dos monoinsaturados em relacdo a apoptose celular induzida por

palmitato e glicose. O acido oleico, principal AGMI da dieta, protegeu células B pancreaticas
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contra a apoptose, quando comparadas ao mesmo periodo de exposicdo com acidos graxos
saturados, que nesse estudo demonstrou ter efeitos toxicos para as celulas B (DONATH et al.,
2008). Em relagdo a funcdo celular, é possivel observar o contraste entre monoinsaturados e
saturados, onde os acidos graxos saturados atuam com carateristicas prejudiciais a funcdo
celular, enquanto os monoinsaturados desencadeiam efeitos protetores (DONATH et al., 2008).
No entanto, ha também que se considerar que, embora sejam bem relatado os efeitos deletérios
dos AGS, especialmente do acido palmitico, tem sido também demonstrado que o acido oleico,
quando em maiores doses que o palmitico, exerce um efeito protetor contra a citotoxidade deste
acido em diversos tecidos, tais como, em células exdcrinas do pancreas, hepatécitos, midcitos
(MANCINI et al., 2015; DONATH et al., 2008) e cardiomiécitos (MILLER et al., 2005).

2.4.1 Restricdo caldrica com dieta hiperlipidica na obesidade
Apesar de estar cada vez mais claro que, além da quantidade, a composi¢cdo em acidos
graxos das dietas de RC é impactante na inflamacéo da obesidade, ainda sdo poucos os trabalhos
que investigaram efeitos desta conduta diretamente na inflmacéao do tecido adiposo visceral.

Petro et al. (2004), avaliaram os efeitos de uma dieta hipolipidica (11% das calorias
provenientes de gordura) em comparagdo a uma dieta hiperlipidica (58% das calorias
provenientes de gordura) e a restricdo calérica com a dieta hiperlipidica, no desenvolvimento do
diabetes e da obesidade em camundongos. A restricdo caldrica foi promovida conforme as
calorias ingeridas diariamente pelos animais que receberam dieta hipolipidica. Esses autores
concluiram que a RC com a dieta hiperlipidica, apenas atenuou o ganho de peso e marcadores do
diabetes do tipo 2 e da obesidade, em comparacdo ao grupo com dieta hiperlipidica, mas nao foi
capaz de prevenir o desenvolvimento dessas enfermidades.

Flachs et al. (2006) promoveram RC de 30% com dieta hiperlipidica em camundongos
C57BL/6J machos adultos. O conteudo lipidico da dieta hiperlipidica foi substituido de 6leos
vegetais por concentrado de acidos graxos poli-insaturados (6% EPA, 51% DHA). Ao final do
estudo, esses autores observaram que o0s animais submetidos a RC com dieta hiperlipidica
contendo AG poliinsaturados reduziram as concentrac@es plasmaticas de triglicerideos, insulina,
glicose e leptina, em comparac¢ao aos obesos.

Kalupahana et al. (2011) investigaram se a perda de peso induzida pela RC com dieta
hiperlipidica era acompanhada de melhorias em marcadores metabolicos e na inflamagao
tecidual. Para isso, induziram a obesidade em camundongos C57BL/6 com oito semanas de
idade por quatro meses, por meio de uma dieta hiperlipidica (45% das calorias provenientes de

gordura). A RC de 30% com a dieta hiperlipidica, nos ultimos dois meses diminuiu a
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concentragdo plasmatica da insulina de jejum e o Indice de Avaliacio da Homeostase da
Insulina (HOMA-IR), reduziu triglicerideos plasmaticos e melhorou a esteatose hepatica, em
comparagdo com a dieta hiperlipidica. No entanto, os resultados para marcadores da inflamacao
cronica foram controversos. A RC com dieta hiperlipidica reduziu a expressdo de genes
relacionados a adesdo celular, interacdo receptor citocina/citocina e vias de degradacdo do
reticulo endoplasméatico em comparacdo ao grupo hiperliidico. Por outro lado, ndo apresentou
efeito nas concentracdes circulantes de acidos graxos ndo esterificados e adiponectina, que se
mantiveram altas e baixas respectivamente, em ambos os grupos (hiperlipidico e hiperlipidico
com RC) comparado com o regime controle (hipolipidico, 20% das calorias provenientes de
gordura). As respostas na secrecdo de citocinas no tecido adiposo epididimal também foram
controversas. A RC com dieta hiperlipidica reduziu a MCP-1, a IL-2 e o inibidor do ativador de
plasminogénio-1 (PAI-1), mas ndo afetou varias outras citocinas, tais como IL-6, IL-1p e IFN-y,
em comparacédo ao grupo hiperlipidico.

Wang et al. (2011) investigaram os efeitos da perda de peso corporal induzida por uma
dieta hipolipidica (12,7% das calorias provenientes de gordura) ou pela RC com dieta
hiperlipidica (42% das calorias provenientes de gordura) em marcadores teciduais e sisttmicos
da inflamacdo em camundongos obesos. Apds a inducdo da obesidade (8 semanas), a perda de
peso foi induzida substituindo a dieta hiperlipidica por dieta hipolipidica em regime de livre
acesso para um grupo de animais e pela restricdo de calorias com dieta hiperlipidica em outro
grupo, de modo que esses animais alcangassem o mesmo peso corporal atingido pelos animais
com dieta hipolipidica ad libitum, no dia anterior. Os autores concluiram que a dieta hipolipidica
ad libitum exerceu efeitos melhores que a RC em nivel hepatico, atenuando a inflamacdo e a
esteatose. Por outro lado, a RC com dieta hiperlipidica exerceu melhores efeitos no TA
epididimal, reduzindo marcadores pro-inflamatorios com a dieta hipolipidica.

Park et al. (2012) investigaram os efeitos da RC com dieta hiperlipidica (reducdo 40% da
ingestdo caldrica em relagdo aos animais controles) na inflamacéo e no estresse oxidativo do
figado e tecido adiposo, bem como as adipocinas no plasma de ratos. Esses autores observaram
reducdo nas concentracBes séricas de triglicerideos e colesterol, o restabelecimento da razdo
leptina/adiponectina aos niveis normais e melhoria na tolerancia a glicose, além de reducdo dos
lipideos hepaticos e peso do figado. Houve também normalizagdo do tamanho e da morfologia
dos adipdcitos epididimais, alem de reducdo da expressao da PCR e da superoxido dismutase de
manganés neste tecido.

Ruth et al. (2013) demonstraram, em individuos obesos, que a RC (déficit de 500 kcal

diarias) com dieta hiperlipidica (60% das calorias provenientes de gordura) por 12 semanas
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reduziu a concentracdo sérica de PCR, e aumentou as concentracdes de adiponectina e de
lipoproteina de alta densidade (HDL), comparada com a RC com dieta hipolipidica (25% das
calorias provenientes de gordura). Esses autores sugerem que, em individuos de vida livre, a RC
com dieta hiperlipidica tenha sido mais favoravel a adesdo, ja que este grupo se aproximou mais
da meta de perda de peso determinada para as 12 semanas do estudo (5 a 10%), comparado com
0 grupo que recebeu a RC com dieta hipolipidica.

Ding et al. (2017) compararam os efeitos da RC com dieta hiperlipidica (42% das calorias
provenientes de gordura) no metabolismo lipidico hepaticos de ratos wistar. A restricdo calorica
compreendeu oferta menos 30% das calorias do grupo obeso controle. Eles encontraram que a
RC parcialmente preveniu a esteatose hepatica e a hipertrofia dos hepatdcitos aumentou a
expressdo da SIRT1 e de marcadores de autofagia, reduziu marcadores do estresse do reticulo
endoplasmatico, atenuando assim, a desordem do metabolismo lipidico hepatico.

Assim, podemos dizer que ainda sdo controversos os efeitos da RC com dieta hiperlipidica
na obesidade, em especial na inflamacdo. Suscintamente, os estudos descritos acima mostraram
resultados controversos. Em alguns, este tipo de regime foi efetivo atenuar ou restabelecer
pardmetros da homeostase da glicose e de lipideos. Além disso, melhorou marcadores pro-
inflamatdrios sistémicos, melhorou a secrecdo de adipocinas e citocinas do TAB visceral bem
como reduziu marcadores do estresse oxidativo neste compartimento. Em contrapartida, em
outros trabalhos, este regime nédo foi capaz de evitar o diabetes do tipo Il, ndo influenciou na
circulacéo de lipideos plasmaticos nem de adipocinas e citocinas pro-inflamatorias. As fontes
lipidicas e a magnitude da restricdo sdo dois fatores que podem ter influenciado expressivamente
nos desfechos. Outros fatores sdo a forma de inducdo da RC, modelo de estudo utilizado (animal
X humano), indicadores avaliados, duracdo dos experimentos/ensaio, € momento das

intervencdes (idade dos animais, durante desenvolvimento da obesidade ou ap0s), dentre outros.
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3 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

De maneira geral, este trabalho foi fundamentado nas seguintes premissas:

1. A obesidade caracteriza-se pela expansdo disfuncional do tecido adiposo branco devido,
especialmente, ao acumulo exacerbado de triglicerideos neste tecido e favorece o
desenvolvimento de comorbidades, tais como o diabetes do tipo II.

2. A expansdo disfuncional do tecido adiposo na obesidade leva a expressdo e secrecdo
alterada de proteinas em seus adipocitos, bem como a infiltragdo de células do sistema
imune, especialmente macrdéfagos, ambos com carateristicas funcionais pro-
inflamatorias. Esses eventos sdo pecas chaves no desenvolvimento de uma inflamacéo
sistémica, cronica e de baixo grau.

3. No contexto terapéutico dietético, a restricdo caldrica (RC) em dietas balanceadas é
amplamente utilizada para promover a perda de peso, reduzir marcadores pro-
inflamatorios circulantes e atenuar e, ou reduzir os riscos para o desenvolvimento das
comorbidades associadas.

4. A quantidade e a qualidade dos lipideos dietéticos nas dietas de RC podem influenciar na
perda de peso, mas ainda sdo escassas as informacdes sobre seus impactos diretos no
estado inflamatorio do tecido adiposo visceral.

5. Existe ainda uma lacuna na literatura sobre efeitos da inducdo da perda de peso corporal
em modelos de obesidade e por meio da restricdo calérica com dieta hiperlipidica,
diretamente na inflamagdo do tecido adiposo visceral.

Assim, considerando as premissas descritas anteriormente, nossa hipotese foi de que a
restricdo caldrica com dieta hiperlipidica promove perda de massa corporal satisfatéria, mas ndo
é suficiente para reestabelecer a disfuncdo imune do tecido adiposo visceral de camundongos

obesos e, portanto ndo reverte em melhoras imuno-metabolicas sitemicas.
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4 OBJETIVOS

4.1 Geral
Investigar efeitos da restricdo caldrica com dieta hiperlipidica na inflamacdo do tecido

adiposo visceral de camundongos obesos.

4.2 Especificos
= Avaliar concentracGes de adipocinas e citocinas do tecido adiposo visceral.
» Auvaliar aspectos histomorfométricos e de infiltracdo inflamatéria do tecido adiposo
visceral.
= Avaliar marcadores relacionados a composi¢do corporal, ao metabolismo e a inflamacéo

sistémica.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Ensaio biolégico

5.1.1 Animais e condi¢cfes experimentais

Foram utilizados 52 camundongos C57BL/6 machos, com idade de aproximadamente 12
semanas, alojados individualmente em caixas de polipropileno. O experimento foi conduzido no
Laboratorio de Ensaios Bioldgicos (LEB) do Centro Integrado de Pesquisas e Pds-Graduagdo em
Saude (CIPq) da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (UFVIM), em sala
climatizada (22°C) e em ciclo claro-escuro de 12 horas invertido ao ciclo regular (luzes ligadas
das 18:00 as 06:00hs).

Os animais foram mantidos, manipulados e eutanasiados de acordo com 0s principios
éticos para uso de animais de laboratorio do Conselho Nacional de Controle de Experimentacao
Animal - CONCEA (www.cobea.org.br). O protocolo do estudo foi aprovado pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais Experimentais — CEUA/UFVJIM. (Protocolo n. 018/2014).

5.1.2 Dietas experimentais

Foram formuladas dietas purificadas, tendo como base as recomendagdes do American
Institute of Nutrition (REEVES et al., 1993). As dietas foram rotuladas em Dieta Controle - (C) e
dieta obesogénica (Ob), cuja composicao foi ajustada para tornar-se com elevado teor de lipideos
provenientes da banha de porco, conforme formula descrita pela Research Diets (D12492
Research Diets, Inc — Tabela 1). O contetdo de micronutrientes foi similar entre as duas dietas
(Tabela 1). A composicdo percentual de &cidos graxos das dietas experimentais esta na Tabela 2.
Arazdo AGS/AGPI da dieta C foi 0,26 e da dieta Ob foi 1,93.



Tabela 1: Composicao das dietas experimentais
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Ingredientes

Dietas Experimentais*

C (9/1000g) Ob (g/1000g)
Caseina 200,0 200,0
Amido dextrinizado 125,0 125,0
Sacarose 68,8 68,8
Celulose microfina 50,0 50,0
Oleo de soja 45,0 25,0
Banha de porco 245,0
Mix mineral 35,0 35,0
Mix vitaminas 10,0 10,0
L-cistina 3,0 3,0
Bitartarato de colina 2,0 2,0
Amido de milho 506,2 0,0
Macronutrientes (kcal/%) C (Kcal/%) Ob (Kcal/%)
Proteina 20,0 20,0
Carboidratos 70,0 20,0
Lipideos 10,0 60,0
Densidade caldrica (kcal/g) 3.83 5,24

*C= Dieta baseada nas recomenda¢des do American Institute of Nutrition (AIN93G); Ob= dieta com composi¢ao
ajustada para tornar-se com elevado teor de lipideos provenientes da banha de porco (hiperlipidica), com base na
férmula D12492 (Research Diets, Inc. - www.researchdiets.com).

Tabela 2: Composigdo em &cidos graxos das dietas experimentais

Fonte/Acidos graxos C Quantidade (g) Ob
Oleo de soja 45 25
Banha de porco - 245
Saturados 7.1 101,5
Monoinsaturados 11.4 116,0
Poli-insaturados 26,5 52,5

*C= Dieta baseada nas recomendagdes do American Institute of Nutrition (AIN93G); Ob= dieta com composi¢ao
ajustada para tornar-se com elevado teor de lipideos provenientes da banha de porco (hiperlipidica), com base na
formula D12492 (Research Diets, Inc. - www.researchdiets.com).


http://www.researchdiets.com/
http://www.researchdiets.com/
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5.1.3 Desenho experimental
O experimento teve a duracdo de 15 semanas e foi dividido em duas fases: inducdo da

obesidade (Fase 1) e emagrecimento (Fase 2), conforme apresentado na Figura 4.

Figura 4 - Esquema do desenho experimental.

Fase de emagrecimento:

Fase de inducdo da obesidade: Dieta C (n=10) / Dieta Ob (n=10)
Dieta C (n=16) / Dieta Ob (n=36) Dieta ObS (n=10) / Dieta ObR (n=10)
Adaptacao
06 dias ) . \
. S [N S (S [ | M [ [ I (O (O
Semanzs :I :I :.I ;I I ol .| SI ~_I ’.I l ‘I I vFI I
v » ‘
. Eutanasia: Eutanasia: coleta
Inicio do 6Ceb60b de amostras

experimento coleta de amostras

C = dieta controle; Ob = dieta obesogénica; ObS = dieta Ob substituida pela C ad libitum; ObR = restricdo calérica

com dieta obesogénica.

Antes do inicio do experimento, os animais foram alojados individualmente em caixas de
polipropileno e alimentados por um periodo de 01 semana, com acesso ad libitum a racdo
comercial para roedores e agua filtrada, com o objetivo de se adaptarem as condi¢cdes ambientais.
Em seguida, foram divididos aleatoriamente em dois grupos para o periodo de inducdo da
obesidade (Fase 1): Grupo com dieta controle (C, n=16) e Grupo com dieta obesogénica (Ob,
n=36). Ambos tiveram acesso ad libitum a &gua filtrada e as dietas durante este periodo, o qual
teve duracdo de 08 semanas.

A ingestdo alimentar e a massa corporal foram monitoradas semanalmente durante toda a
fase. No penudltimo dia desta fase, seis animais de cada grupo foram sorteados, e submetidos ao
jejum noturno (12 horas). Em seguida, foram pesados e anestesiados para a afericdo do
comprimento nariz-anus. Na sequéncia, foram eutanasiados por decapitacdo e amostras de
sangue foram coletadas para andlises posteriores. Ainda, todo o tecido adiposo dos
compartimentos mesentérico, epididimal, retroperitoneal e o figado foram coletados, processados
e mantidos a -80 °C para analises posteriores.

Para os demais animais, deu-se inicio a fase de emagrecimento (Fase 2). Para tal, os

camundongos do grupo Ob foram re-divididos em trés grupos (n=10) e, juntamente com os do C
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(n=10), foram alocados em um dos quatro tratamentos, conforme descrito no Quadro 1. A partir

dai todos os animais foram alimentados por mais sete semanas.

Figura 5 — Distribuicdo dos grupos experimentais conforme os tratamentos de dietas.

Inducdo da . '
- Emagrecimento
O&mdade ‘ o ‘
~ (Fasel) | _
C (n=16) > C (n=10)
— Ob (n=10)
Ob (n=36)
ObS (n=10)
ObR (n=10)

Grupo C: Mantido durante todo o
experimento com dieta baseada
nas recomendacdes do American
Institute of Nutrition (AIN93G),
com baixo teor de lipideos (10%
das calorias), provenientes do oleo
de soja.

Grupo Ob: Mantido durante todo
o experimento com dieta ajustada

Grupo ObS: Submetido a perda
de massa corporal pela
substituigdo da dieta Ob por dieta
C em oferta ad libitum, a partir do
primeiro dia da Fase I

Grupo ObR: Submetido a perda
de massa corporal por meio da

para tornar-se com elevado teor de restrigao calorica com dieta Ob, a
lipideos (60% das calorias), partir do primeiro dia da Fase IL.
provenientes da banha de porco.

Nesta fase a ingestdo alimentar e a massa corporal foram monitoradas diariamente. No
penultimo dia desta fase todos os animais foram submetidos ao jejum noturno (12 horas). Em
seguida, foram pesados e anestesiados para a afericdo do comprimento nariz-anus. na sequéncia,
foram eutanasiados por decapitacdo sob anestesia, amostras de sangue, 0s compartimentos de
tecido adiposo mesentérico, epididimal, retro peritoneal e os figados foram coletados,

processados e mantidos a -80 ° para analises posteriores.

5.1.4 Procedimento para efetuar a restri¢cdo caldrica no grupo ObR
Para a definicdo da restricdo calorica no tratamento ObR, determinou-se como meta de

peso corporal para este grupo, as massas corporais atingidas pelos animais do grupo ObS no dia
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anterior. Assim, a ingestdo caldrica do dia anterior dos animais ObS foi monitorada e procedeu-
se da seguinte maneira:
1. No primeiro dia da Fase I, os animais ObS foram pareados com os ObR de acordo com
suas massas corporais iniciais nesta fase (massas mais préximas);
2. Todos os dias, a ingestdo alimentar (g) dos animais ObS foi pesada, o que incluiu o
ualtimo dia da Fase I,
3. Esses valores foram convertidos diariamente em calorias, multiplicando-os pela
densidade caldrica da dieta ObS;
4. Em seguida, foram divididos pela densidade calérica da dieta Ob para a obtencdo do
valor absoluto em gramas desta dieta a ser oferecida aos animais do grupo ObR.
Desta forma, na Fase Il, o grupo ObR ingeriu diariamente a mesma quantidade de
calorias que o grupo ObS havia ingerido no dia anterior, mas com a dieta Ob e de forma a atingir

0 mesmo peso corporal.

5.2 Procedimentos de analises

5.2.1 Ingestdo alimentar/caldrica, antropometria e adiposidade visceral

Na Fase I, a ingestdo alimentar foi monitorada diariamente e a oferta de dieta foi ad
libitum para ambos os grupos (C e Ob). Na Fase 1, os grupos C e Ob continuaram a receber as
respectivas dietas em regime ad libitum. O grupo ObS foi submetido a perda de massa corporal
pela substituicdo da dieta Ob pela C, em regime ad libitum. Nesta fase a ingestdo alimentar foi
monitorada diariamente.

A ingestdo alimentar total de cada fase foi obtida por meio da somatoria das ingestdes de
toda a fase (I ou Il). A ingestdo calédrica foi calculada da mesma forma, tendo como base a
ingestdo absoluta (g) multiplicada pela densidade calérica de cada dieta. A ingestédo lipidica foi
calculada considerando 10% das calorias da dieta C e 60% das calorias da dieta Ob. Em seguida,
converteram-se os valores de calorias lipidicas ingeridas em gramas, utilizando-se o fator de
Atwater para lipideos (9 kcal para cada g de lipideo).

As massas corporais dos animais foram aferidas semanalmente (Fase 1) ou diariamente
(Fase I1) em balanca semi-analitica. Foram calculados o ganho (GMC) e a perda de massa

corporal (PMC, indicada pelo sinal de subtracdo), em ambas as fases, conforme a equacéo:

GMC/PMC= [massa corporal final do periodo(g)-massa corporal inicial do periodo(g)].
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A eficiéncia em transformar as calorias consumidas em massa corporal foi determinada
em ambas as fases do experimento, por meio do coeficiente de eficiéncia energética (CEE),

utilizando a equagao:

CEE=ganho de massa total (g) /ingestéo calorica total (kcal)

O indice de Lee foi calculado no ultimo dia de ambas as fases. Para tal, os animais foram
pesados, anestesiados com aplicacdo intraperitoneal de solucdo de quetamina + xilazina
(50mg/kg+10mg/kg, respectivamente). Em seguida, foram posicionados em decubito dorsal para
a afericdo do comprimento nariz-4nus por meio de uma régua milimetrada para posterior

determinacio do indice de Lee, conforme a equacao:

IL (g/cm) = [Raiz cubica da massa corporal (g) /comprimento nariz-anus? (cm)] x10

Apo0s a eutanasia, 0s animais tiveram suas cavidades abdominais abertas para a retirada
de toda a gordura das regiGes epididimal, retroperitoneal e mesentérica, que foram limpas,
imersas em solucdo salina, secas e pesadas individualmente em balanga analitica. A massa
absoluta da gordura epididimal foi utilizada para o calculo da massa relativa (% da massa

corporal total), conforme a equacao:

MR (%) = [massa do tecido (g) /massa corporal final(g)] x 100.

As massas absolutas das gorduras epididimal, retroperitoneal e mesentérica foram
utilizadas para o calculo do indice de adiposidade visceral (BOUSTANY et al., 2004), conforme

a equacao:

IAd = [(massa da gordura epididimal + massa da gordura retroperitoneal + massa da gordura
mesentérica) / (massa corporal final — Y massa da gordura epididimal + retroperitoneal +

mesentérica)] x100

5.2.2 Concentragdes de adipocinas e citocinas do tecido adiposo epididimal
Para essas analises, as proteinas foram previamente extraidas do tecido por meio de
solucéo de extracdo (23,4g NaCl a 0,4M, 500uL tween20 a 0,05%, 5g BSA a 0,5%, 17mg PMSF

a 0,1 mM) na propor¢cdo de 100 g de tecido/l mL de solugdo. A extracdo foi realizada por
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maceracdo em almofariz com pistilo; seguida de centrifugacdo a 4600 x g/10 min a 4°C. O
sobrenadante (extrato proteico) foi coletado, aliquotado em tubos de polipropileno e

armazenados a -80°C até o momento das analises.

Concentracdes de leptina, adiponectina e razao leptina/adiponectina.

As concentragdes de leptina e de adiponectina foram determinadas por meio da técnica de
ELISA, utilizando kits de reagentes apropriados (Mouse Leptin DUOSET® ELISA e Mouse
Adiponectin/ACRP30 DUOSET® ELISA Kits, R&D Systems) e com auxilio de leitor de
microplaca Spectra MAX 190 (Molecular Devices, USA).

As concentracdes teciduais dessas proteinas foram expressas em pg/mg de proteina total
do tecido. A concentracdo total de proteinas foi determinada pelo método de Bradford (1976). A
partir dos valores obtidos para leptina e adiponectina, foi calculada a razdo leptina/adiponectina

conforme Finucane, et al. (2009).

Concentragdes de citocinas inflamatorias

As concentracdes das citocinas IL12P70, INF, TNF, IL-10, IL-6, e MCP-1 foram
determinadas pelo método de Cytometric Bead Array — CBA, utilizando kit apropriado
(BDBioscience) e o citbmetro BD FACSCanto Il. Os resultados foram expressos em pg/mL.
Foram calculadas as razdes IL-10/IL-6, IL-10/TNF e IL-10/MCP-1 (EL AZAB et al., 2002).

5.2.3 Andlises histomorfométricas e infiltracdo de células inflamatdrias no tecido
adiposo epididimal

ApoOs a coleta, sec¢bes do tecido adiposo epididimal foram fixadas com formalina
tamponada 10% e submetidas a desidratacdo com gradiente crescente de &lcool (70, 80, 90 e
100%). Os tecidos foram entdo submetidos ao processo de diafanizacdo, no qual o &lcool
presente nos tecidos foi substituido por xilol, e logo apds o processo de impregnacdo, em que 0
xilol foi substituido por parafina fundida em estufa a 60°C. Foi feita a montagem dos blocos, dos
quais foram retirados cortes de 5 pm, com intervalos de 20 cortes, utilizando um micrétomo
(LUPETEC MRPQ9). Foram confeccionadas as Iaminas e os cortes foram corados de acordo
com a técnica de hematoxilina-eosina (HE). O software ImageJ 1.51n e cAmera acoplada ao

microscopio da marca Zeiss, foram utilizados na avaliacdo das laminas.
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Histomorfometria

A hipertrofia dos adipdcitos foi avaliada pela determinacdo dos diametros das células.
Para tal, os campos foram fotografados utilizando uma camera digital acoplada a um
microscopio, em uma ampliacdo de 400 vezes para todos os cortes. Foram medidas as areas de
100 adipdcitos por animal para avaliar a hipertrofia (diametro).

Em seguida, a distribuicdo da area dos adipdcitos foi avaliada através da frequéncia (%
por area especifica) utilizando aproximadamente 100 adip6citos por animal, observados em 10
campos diferentes através do programa Metamorph (MOLECULAR DEVICES, SUNNY VALE,
CALIFORNIA, USA). A quantificacdo foi feita por meio do célculo da area sob a curva
(PARLEE et al., 2014).

Infiltracdo de células inflamatorias

A presenca de células inflamatdrias e as porcentagens de areas com células inflamatérias
por area total e por area de adipocitos foram avaliadas conforme descrito por Yoshimura et al.
(2016). Para tal, diferentes regides de interesse com éareas de 1180 x 885,23 um? foram
selecionadas de cada slide e fotografadas com aumento de 100x. As imagens foram obtidas
usando o software ImagelJ 1.51n. Considerando que células inflamatérias do nicleo ficam
intensamente coradas pela hematoxilina, foi possivel quantificar sua area relativa modificando o
processamento da imagem. Desta forma, inicialmente a fotomicrografia foi convertida em
imagem em preto e branco a 32 bits, a qual foi utilizada como input para dois ajustes diferentes.
O primeiro foi para eliminar areas ndo povoadas por células (converter em branco). As areas
pretas remanescentes foram quantificadas e os resultados foram expressos como areas totais. O
segundo ajuste foi feito para preservar areas envolvidas por células inflamatorias que foram
convertidas em éareas vermelhas para melhor visualizagdo. Essas &reas foram também
quantificadas e normalizadas pela area total, resultando na porcentagem de area com células
inflamatorias.

Como essas analises foram fruto de ajustes, cada imagem foi manualmente examinada
para que residuos, bem como porcBes de imagem que ndo pertencem as células ou tecidos de
interesse, fossem cuidadosamente eliminadas dos célculos. No minimo 10 campos dos slides

originais foram quantificados para cada amostra (YOSHIMURA et al., 2016).
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5.2.4 Tolerancia oral a glicose e tolerancia intraperitoneal a insulina

Os testes de tolerancia oral a glicose (TTOG) e intraperitoneal a insulina (TTIPI) foram
realizados conforme descrito por Fraulob et al. (2010) e Andrikopoulos et. al, (2008), com
algumas modificagdes.

Para 0 TTOG, apds jejum de 4 horas e foi injetada oralmente, via gavagem, uma solucéo
de dextrose (PROQUIMIOS, RIO DE JANEIRO, BRASIL) na propor¢do de 1g. Kg'de massa
corporal, em solucdo salina a 20 % de concentracdo. Amostras de sangue foram coletadas da
ponta da cauda antes (0 minutos) e nos minutos 15, 30, 60 e 90 apds a administracdo de dextrose
(ANDRIKOPOULOS et. al, 2008). A concentracdo plasmatica de glicose capilar foi aferida em
medidor portétil de glicose (ROCHE, ACCU-CHEK PERFORMA NANO, RIO DE JANEIRO,
BRASIL). A partir desses dados foi plotada curva da concentracdo plasmatica de glicose em
funcdo do tempo e calculou-se a area abaixo da curva.

Para o TTII, apos jejum de 6 horas, e foi injetada intraperitonealmente, uma solucéo de
insulina (HUMULIN R- DERIVADA DE ADN RECOMBINANTE 100U/ML, MARCA
LILLY), diluida 1000 vezes, a 0,5U. Kg* de massa corporal, em solucdo salina. Amostras de
sangue foram coletadas da ponta da cauda antes (O minutos) e nos minutos 15, 30, 60 e 90 apds a
injecdo (FRAULOB et al., 2010). A concentracdo plasmatica de glicose foi aferida com medidor
portatil de glicose (ROCHE, ACCU-CHEK PERFORMA NANO, RIO DE JANEIRO,
BRASIL). A partir desses dados foi plotada curva da concentracdo plasmatica de glicose em

funcéo do tempo e calculou-se a area abaixo da curva.

5.2.5 Concentracdo total de lipideos 3 massa relativa do figado
Os figados de animais foram removidos, imersos em solucdo salina, secos com papel
filtro e pesados em uma balanca analitica (SHIMADZU AX 200), para determinar suas massas
relativas (MRF%):

MRF% = [massa (g) / massa corporal final (g)] x 100.

Em seguida, uma amostra foi separada mantida a -80 °C para a determinacdo da
concentracdo de PCR (descritas a seguir). O restante do 6rgdo foi, entdo, seco em estufa com
circulagéo de ar forgado (60 °C + 5 °C / 32 h), triturado, e a concentracéo total de lipideos (mg/g)

foi determinada de acordo com a Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2000).
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5.2.6 Concentracdes sérica e hepatica de proteina C reativa (PCR)

No momento imediato da decapitacdo o sangue foi coletado em tubos sem anticoagulante
para obtencdo do soro. Para tal, os tubos foram centrifugados a 1000 x g durante 10 minutos a 4
°C. Apos a centrifugacao, o soro foi aliquotado em tubos de polipropileno e armazenado a -80°C
até o momento das analises. A concentracao sérica de PCR foi determinada por meio da técnica
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay — ELISA, utilizando kit apropriado (Mouse C-reactive
protein/CRP, DUOSET® ELISA Kit, R&D Systems) e com auxilio de leitor de microplaca
Spectra MAX 190 (Molecular Devices, USA).

A concentracdo hepatica de PCR também foi determinada por meio da técnica de ELISA,
utilizando kit apropriado (Mouse C-reactive protein/CRP, DUOSET® ELISA Kit, R&D
Systems) e com auxilio de leitor de microplaca Spectra MAX 190 (Molecular Devices, USA).

As concentragdes serica e hepatica de PCR foram expressas em pg/mg de proteina total
do soro ou tecido hepéatico. A concentracdo total de proteinas foi determinada pelo método de
Bradford (1976).

5.3 Andlises estatisticas

O experimento foi realizado em um delineamento inteiramente casualisado. Os resultados
foram expressos em médias + erro padrdo. A normalidade dos dados foi verificada por meio do
teste de Shapiro-Wilk. Para comparacdo entre os grupos de dietas foi utilizada analise de
variancia, one-way ANOVA, e teste de Tukey, a posteriori sempre que necessario. O software
Statistica v.10.0 foi utilizado em todas as analises estatisticas. Valores de p<0,05 foram
considerados significativos. Graficos foram elaborados utilizando o software GraphPad Prism 5

Project.
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6 RESULTADOS

No inicio do experimento, 0s dois grupos experimentais apresentavam massas corporais
homogéneas. Ao final da Fase I, o grupo Ob pesava mais que o grupo C (p<0,05), mesmo ndo
havendo diferenca significativa na ingestdo alimentar entre ambos (Tabela 3). Porém, os animais
Ob ingeriram mais calorias, tiveram maior eficiéncia energética, maiores IL e lad (p<0,05,
Tabela 3). Adicionalmente, também podemos observar na Tabela 3 que as concentra¢des séricas

e hepaticas de PCR estavam maiores para os animais do grupo Ob (p<0,05).

Tabela 3: Caracteristicas gerais dos animais experimentais na fase de inducdo da obesidade (Fase I).
Grupos experimentais

Caracteristicas

C (n=12) Ob (n=36)
Massa corporal inicial (g) 24,47+0,30 24,85+0,20
Massa corporal final (g) 27,27+1,56 33,99*+3,32
Ingestdo alimentar diaria (g/dia) 3,26+0,21 3,98+1,52
Ingestdo caldrica diaria (Kcal/dia) 12,49+0,82 16,14*+0,99
Eficiéncia energética (g/Kcal) 0,003+0,003 0,011*+0,004
IL (g/cm) 3,07+0,03 3,20*+0,02
IAdip (%) 2,72+0,08 4,77*+0,08
PCR soro (pg/mg proteina) 12,27+£3,72 23,26*15,96
PCR figado (pg/mg proteina) 8,10+4,41 11,31*+5,48

IL=Indice de Lee, IAdip = Indice de adiposidade visceral, PCR = proteina C reativa. Valores expressos em média +
erro padrdo. *Indica diferenca significativa por One Way ANOVA (p<0,05). C = dieta controle; Ob = dieta
obesogeénica.

Ao final da primeira semana da Fase Il, houve uma perda de massa corporal brusca em
ambos os grupos ObS e ObR. A partir dai, ambos 0s grupos continuaram a perder massa, mas de
forma menos intensa (Figura 6A). Assim, ao final desta fase, tanto as massas corporais quanto 0s
IL dos animais ObS, ObR e C, foram semelhantes entre si e inferiores aos Ob (p<0,05, Figura 6B
e C). Contudo, ao analisarmos o ganho/perda de massa corporal (deltas) observamos que o grupo

ODbR perdeu menos que o0 ObS em relagdo ao Ob (Figura 6C).
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Figura 6: Evolucdo da massa corporal ao longo da Fase Il (A), massa corporal final (B), ganho/perda de massa
corporal (C) e indice de Lee (D) dos animais experimentais ao final da fase de emagrecimento.
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C = dieta controle; Ob = dieta obesogénica; ObS = dieta Ob substituida pela C ad libitum; ObR = restri¢éo calérica
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entre si pelo Teste Tukey (p<0,05).

A ingestdo alimentar absoluta foi maior para o grupo ObS, seguida pelo C e Ob, sendo a
menor ingestdo a do grupo ObR (Figura 7A). No entanto, a ingestdo caldrica dos animais ObR
foi semelhante a do ObS, sendo ambos inferiores aos Ob e superiores aos C (p>0,05, Figura 7B).
Adicionalmente, a ingestdo de calorias de lipideos do grupo ObS foi semelhante ao grupo C,
sendo ambos com ingestdo menor que o Ob e ObR, sendo este Ultimo também inferior ao Ob
(p<0,05, Figura 7C).

Em consequéncia, os animais do grupo Ob tiveram os maiores CEE e 0s ObS, os menores
(p<0,05, Figura 7D). No entanto, os grupos ObR e ObS, como foram submetidos a tratamentos
de dietas para perda de peso, obtiveram resultados negativos do CEE. Assim, podemos inferir
que os animais do grupo ObS tiveram maior eficiéncia em perder massa que os ObR (Figura
7D), resultado este sustentado pela maior perda de massa dos animais ObS em relacdo aos ObR

(Figura 7C).
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Figura 7: Ingestdo alimentar diaria (A), ingestdo calorica diaria (B), ingestao calorica lipidica (C) e coeficiente de
eficiéncia energética (D) dos animais experimentais ao final da fase de emagrecimento.
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C = dieta controle; Ob = dieta obesogénica; ObS = dieta Ob substituida pela C ad libitum; ObR = restricdo cal6rica
com dieta obesogénica. Valores expressos em média * erro padrdo. Barras seguidas por letras diferentes diferem
entre si pelo Teste Tukey (p<0,05).

Esses resultados se complementam com os indicadores de adiposidade avaliados.
Observamos que o grupo ODbS reduziu tanto a massa relativa de gordura epididimal quanto o IAd
a valores semelhantes ao C (p<0,05). Houve também reducdo no grupo ObR em comparacao ao
Ob (p<0,05). No entanto, o grupo ObR néo se igualou ao C, ficando este grupo com ambos 0s

indicadores intermediarios entre C/ObS e Ob (p<0,05, Figura 8).
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Figura 8: Massa relativa da gordura epididimal (A) e indice de adiposidade visceral (B) dos animais experimentais
ao final da fase de emagrecimento.
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C = dieta controle; Ob = dieta obesogénica; ObS = dieta Ob substituida pela C ad libitum; ObR = restri¢do calorica
com dieta obesogénica. Valores expressos em media + erro padrdo. Barras seguidas por letras diferentes diferem
entre si pelo Teste Tukey (p<0,05).

A adiponectina e a leptina dosadas no tecido epididimal tiveram valores de concentracGes
inversamente proporcionais entre si. O grupo ObR se igualou ao Ob, ambos apresentando
maiores concentracdes de leptina e menores de adiponectina em relagdo ao ObS, o qual se
igualou ao C (p<0,05, Figura 9A e 9B). Assim, na razdo leptina/adiponectina, claramente os
grupos ObR e Ob se igualaram e obtiveram valores maiores que 0s ObS e C, que permaneceram

semelhantes entre si (p<0,05, Figura 9C).

Figura 9: Concentracdes de leptina (A), adiponectina (B) do tecido adiposo epididimal e razdo leptina/adiponectina
(C) dos animais experimentais ao final da fase de emagrecimento.

A B
20, E 25 a C
] B a g 15 3
.§ a a g 20' e o T b g - e
15W =
& g b
X " 15 - = 1 *
E 1ol b -’?';E ? R <g -:-ﬁ %
2 b T : E 104 E E b :
E o ) B g' 08 b 1
2 5 i T .
3 e & i . g
0 T — m g 0 T T ael] x 0.0+ T *_m
Cc 0b ObsS ObR < c Ob 0bs ObR C 0 obs ObR
Dietas Dietas Dietas

C = dieta controle; Ob = dieta obesogénica; ObS = dieta Ob substituida pela C ad libitum; ObR = restricdo cal6rica
com dieta obesogénica. Valores expressos em média + erro padrdo. Barras seguidas por letras diferentes diferem
entre si pelo Teste Tukey (p<0,05).

As concentracdes de IL-6 do grupo ObS foram semelhantes as do C, enquanto as do ObR
permaneceram intermediarias ao C e ao Ob (p<0,05, Figura 10A). A IL-10 atingiu concentracdes

semelhantes nos grupos ObS e C com valores maiores, porém também semelhantes entre si, nos
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grupos ObR e Ob (p<0,05, Figura 10B). A IL-12p70 também foi semelhante entre 0s grupos
ObR e Ob, enquanto 0 ObS obteve valores menores que esses grupos, porém maiores que o C
(p<0,05, Figura 10C).

A quimiocina MCP-1 se diferiu entre todos os tratamentos. Em ordem decrescente, a
maior concentracdo foi a do grupo Ob, seguido pelo ObR, ObS e a menor a do grupo C (p<0,05,
Figura 10D). Para IFN e TNF, o grupo ObR obteve valores menores que Ob e maiores que ObS

e C, enquanto ambos, ObS e C, permaneceram semelhantes entre si (p<0,05, Figura 10E e 10F).

Figura 10: Concentragbes das citocinas 1L-6 (A), IL-10 (B), IL-12p70 (C), MCP-1 (D), IFN (E) e TNF (F) do
tecido adiposo epididimal dos animais experimentais ao final da fase de emagrecimento.
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C = dieta controle; Ob = dieta obesogénica; ObS = dieta Ob substituida pela C ad libitum; ObR = restri¢ao caldrica
com dieta obesogénica. Valores expressos em média * erro padrdo. Barras seguidas por letras diferentes diferem
entre si pelo Teste Tukey (p<0,05).

Quando analisamos a razdo IL-10 para citocinas/quimiocinas classicamente pro-

inflamatdrias na obesidade, confirmamos este efeito de atenuacdo da resposta pro-inflamatéria
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tecidual para os animais ObR, ja que houve uma reducdo nas razées IL10/TNF e IL10/MCP-1
(p<0,05, Figura 11B e 11C) em comparagdo aos animais Ob. Somente a razdo IL10/IL6 néo foi
modificada (Figura 11A).

Figura 11: Razéo IL-10/IL-6 (A), razdo IL-10/MCP-1 (B) e razdo IL-10/TNF (C) dos animais experimentais ao
final da fase de emagrecimento.

A B C

_ % 3 15 3 20,
2 a a
in 1 : |4 2 2o T
@ 3 v 10 L " b
5 15 - & b 3 L
c 3 L.
_'j 10 b - 0.5 C . Y -.j d
s b = 2 o e

5 ) ,8 .'.'. 8
3 R ; e 5
x 0N ::'.':'::. V4 0.0 :.::':.::::'l @ 0

c Ob  ObS  ObR c Ob  ObS  ObR ¢ Ob  ObS  OBR
Dietas Dietas Dictas

C = dieta controle; Ob = dieta obesogénica; ObS = dieta Ob substituida pela C ad libitum; ObR = restri¢do caldrica
com dieta obesogénica. Valores expressos em meédia + erro padrdo. Barras seguidas por letras diferentes diferem
entre si pelo Teste Tukey (p<0,05).

Na Figura 12A sdo mostradas fotomicrografias representativas do tecido adiposo
epididimal de cada grupo experimental. Os adipdcitos dos animais alimentados com o regime
ObR apresentaram areas preenchidas com adip6citos grandes, semelhantes ao grupo Ob, mas
também areas com adipécitos menores, semelhante aos ObS e C (Figura 12A). Observamos
adipdcitos menores no grupo ObS em relacdo ao Ob, com maior semelhanga ao C. Ja 0s
adipdcitos dos animais Ob tornaram-se, claramente, hipertrofiados em relacéo aos grupos C, ObS
e ObR (Figura 12A). Estes resultados sao reforcados pela analise quantitativa dos diametros dos
adipécitos epididimais: os adipécitos dos animais ObR tiveram diametros intermediarios, entre
0s Ob e 0s C. No grupo ObS observou-se reducéo, igualando-os ao C (p<0,05, Figura 12B).

Foi observada também uma maior frequéncia de adipdcitos com areas <2000um? nos
grupos C, ObS e ObR, comparados com o Ob (Figura 12C). Quando estratificamos as areas sob a
curva das frequéncias, em adipdcitos < ou > a 2000 um? (Figura 12D), verificamos que, 0s
grupos C e ObS tiveram maiores frequéncias de adipdcitos com areas < 2000 um?, seguidos pelo
ObR e a menor frequéncia foi a do C (p<0,05, Figura 12D). Na analise das areas sob a curva das
frequéncias de adipocitos >2000um?, observamos a maior frequéncia para o grupo Ob em
comparacao aos demais (p<0,05, Figura 12D). N&o houve diferenca entre C, ObS e ObR (Figura
12D).

Na Figura 13A, sdo mostradas as areas contendo células inflamatérias de cada grupo

experimental. A excecdo do grupo C, areas densamente inflamadas (marcadas em vermelho)
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foram um achado comum entre os grupos experimentais (Figura 13A). No entanto, nos grupos
ObR e ObS observamos, de uma forma geral que os adipdcitos sAo menores € com poucas areas
com infiltrados inflamatdrios em relacdo ao grupo Ob, o qual apresentou mais areas inflamadas
que os demais (Figura 13A). O grupo C apresentou adip6citos menores e com auséncia ou muito
poucas areas de infiltracdo (Figura 13A). De fato, na analise quantitativa, no grupo ObR, as
porcentagens de células inflamatdrias por area total e por area de adipocitos foram reduzidas e se

igualaram aos grupos C e ObS em comparacdo ao Ob (p<0,05, Figuras 13B e 13C).

Figura 12: Fotomicrografias representativas do tecido adiposo epididimal (A), didmetro dos adipécitos (um) (B),
area dos adipdcitos distribuida de acordo com a frequéncia (C), area sob a curva da distribuicdo dos adipdcitos de
acordo com frequéncia por area<ou (D) dos animais experimentais ao final da fase de emagrecimento.
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C = dieta controle; Ob = dieta obesogénica; ObS = dieta Ob substituida pela C ad libitum; ObR = restri¢do caldrica
com dieta obesogénica. Valores expressos em média * erro padrdo. Barras seguidas por letras diferentes diferem
entre si pelo Teste Tukey (p<0,05).
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Figura 13: Fotomicrografias representativas do tecido adiposo epididimal com células inflamatérias (A).
Porcentagem de células Inflamatorias Totais (B). Porcentagem de células inflamatérias por adipdcitos (C) dos
animais experimentais ao final da fase de emagrecimento.
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C = dieta controle; Ob = dieta obesogénica; ObS = dieta Ob substituida pela C ad libitum; ObR = restricdo cal6rica
com dieta obesogénica. Valores expressos em média * erro padrdo. Barras seguidas por letras diferentes diferem
entre si pelo Teste Tukey (p<0,05).

No teste de tolerancia oral a glicose (TTOG), podemos observar na Figura 14A que, em
15, 30 e 60 minutos de teste, as concentracGes de glicose dos animais do grupo ObR, foram
semelhantes as dos animais do grupo Ob, sendo ambas maiores que o ObS e este Ultimo se
igualou ao C (<0,05, Figura 14A). No tempo 90 min o grupo ObS se igualou ao ObR e Ob,
sendo que o grupo C permaneceu com concentracdo de glicose inferior a ambos (<0,05, Figura
14A). Quando analisamos a area sob a curva (AUC) deste teste na Figura 14B, verificamos que 0
grupo ObR obteve concentragdes estatisticamente iguais ao Ob, enquanto o ObS concentracdes
intermediarias entre Ob e C. O grupo C permaneceu com 0s menores valores em relacdo aos
outros 3 grupos (p<0,05, Figura 14B).

Apos 15 minutos da administracdo intraperitoneal de insulina (Figura 14C), todos os
grupos experimentais apresentaram queda brusca da glicemia. O grupo ObR se manteve
intermediario aos grupos Ob e C, enquanto o ObS se igualou ao C com valores menores, 0 que
permaneceu até os 30 minutos, quando o ObR atingiu niveis semelhantes ao Ob (<0,05, Figura
14C). O grupo ObS apresentou decaimento da glicemia semelhante ao grupo C até os 30 minutos

do teste, porém aos 60 minutos de teste 0 ObS se igualou ao ObR e ambos apresentaram valores
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intermediarios entre os grupos Ob e C (<0,05, Figura 14C). O grupo Ob permaneceu com 0s
maiores valores e 0 C com 0s menos valores também no tempo 90, porém, nesse tempo 0 ObS se
igualou ao Ob enquanto o ObR permaneceu intermediario, entre Ob e C (<0,05, Figura 14C).
Quando analisamos a area sob a curva (AUC), verificamos que 0s grupos experimentais ObR,
ObS e o C tiveram resultados semelhantes entre si e foram menores que o Ob (p<0,05, Figura
14D). E importante considerar que, para o grupo ObS, o teste teve que ser interrompido para a
maioria dos animais a partir dos 30 minutos, 0 que reduziu drasticamente o n e pode ter

influenciado expressivamente nos resultados.

Figura 14: Teste de tolerancia oral a glicose: Concentraces plasmaticas de glicose (A) e area sob a curva (B);
Teste de toleréncia intraperitoneal a insulina: Concentragdes plasmaéticas de glicose (C) e &area sob a curva (D) dos
animais experimentais ao final da fase de emagrecimento.
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C = dieta controle; Ob = dieta obesogénica; ObS = dieta Ob substituida pela C ad libitum; ObR = restrigao caldrica
com dieta obesogénica. Valores expressos em média + erro padrdo. Barras seguidas por letras diferentes, diferem
entre si. * indica diferenga entre o maior valor e os demais; & indica diferenca entre segundo maior valor e 0s
demais; # indica diferenca entre o terceiro maior valor e 0s demais. Teste Tukey (p<0,05).

Os animais dos grupos C e ObS tiveram massas hepaticas semelhantes, 0 mesmo
ocorrendo para os animais dos grupos Ob e ObR, sendo as ultimas maiores que as primeiras

(p<0,05, Figura 15A). Os lipideos totais e a PCR hepaticos e a PCR sérica foram reduzidos para
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0s grupos ObR e ObS, sendo o ObR intermediario entre Ob e ObS e este Gltimo semelhante ao

Ob (p<0,05, Figura 15B, C e D).

Figura 15: Massa do figado (A), lipideos do figado (B), proteina C reativa do figado (C) e proteina C reativa do
soro (D).
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C = dieta controle; Ob = dieta obesogénica; ObS = dieta Ob substituida pela C ad libitum; ObR = restricdo cal6rica
com dieta obesogénica dos animais experimentais ao final da fase de emagrecimento. Valores expressos em media £
erro padrdo. Barras seguidas por letras diferentes diferem entre si pelo Teste Tukey (p<0,05).
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7 DISCUSSAO

Este estudo teve como questdo primaria a investigacdo dos efeitos da restricdo calorica
com dieta hiperlipidica como indutora da perda de massa corporal e suas repercussdes em
marcadores da inflamacdo do tecido adiposo branco, especificamente de um compartimento
visceral deste tecido, de camundongos obesos. Em segunda instancia, verificamos se impactos
gerados em nivel tecidual repercutiriam em nivel sistémico, por meio da analise de marcadores
sistémicos da homeostase da glicose e da inflamagdo.

Inicialmente, os animais experimentais foram submetidos a um regime obesogénico, por
meio de uma dieta contendo 60% do seu conteldo energético em lipideos ricos em AGS (dieta
Ob), o que perdurou por 8 semanas. Ao final deste periodo, os indicadores avaliados nos levaram
a concluir que a dieta Ob promoveu obesidade. Classicamente, varios fatores contribuiram para a
inducdo da obesidade dentre os quais se destacam a maior densidade energética desta dieta em
razdo da sobrecarga lipidica, bem como a sobrecarga de acidos graxos saturados provenientes da
banha de porco (HU et al., 2018).

A densidade energética da dieta Ob foi um deles. Ela foi maior, devido a sobrecarga
lipidica. Assim, mesmo com ingestdo alimentar semelhante, a ingestao calorica foi maior para 0s
animais do grupo Ob. Isso refletiu em maiores massas corporais, IL e IAdip para esses animais.
Os maiores CEE também reforcam estes achados. Enos, Velazquez e Murphy (2014)
demonstraram que camundongos C57BL/6 que ingeriram dieta hiperlipidica por 16 semanas
foram mais eficientes em converter calorias em massa corporal, especialmente massa adiposa,
tornaram-se obesos e resistentes & insulina, de maneira semelhante a humanos. Hu et al. (2018)
postulam que a incorporagdo de gordura dietética em gordura corporal apresenta baixa demanda
energética quando comparada a carboidratos ou proteinas, favorecendo o aumento da massa
adiposa. Além disso, a perda fecal de energia advinda da gordura dietética é menor quando a
razao gordura/carboidrato dietética € alta (ASTRUP, 2001), como foi o caso da dieta Ob.

Cabe ressaltar ainda que, a maior fonte lipidica da dieta Ob foi a banha de porco,
predominantemente composta por AGS. Buettner et al. (2006) afirmam que, em modelos animais
de obesidade induzida por dieta, esta doenca € bem desenvolvida quando na fonte dietética de
lipideos, prevalecem os AGS, pois sdo considerados mais lipogénicos em comparacdo a outros
acidos graxos. Além disso, White et al. (2013) ressaltam que a banha de porco é mais eficaz na
inducdo de obesidade em roedores.

Nos podemos inferir também que os animais do grupo Ob tornaram-se “inflamados”. A

elevacdo das concentracdes de PCR, tanto hepaticas quanto séricas, indica processo inflamatorio.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0955286314000394#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0955286314000394#!
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A PCR é uma proteina de fase aguda sintetizada principalmente pelo figado e torna-se elevada
em resposta a diversos fatores, tais como inflamacdo (CASTELL et al., 1990). Na obesidade e
em situacOes de ingestdo excessiva de AGS, ha, frequentemente um super-estimulo a respostas
inflamatdrias, elevando a secrecdo de inimeras citocinas pré-inflamatorias, tais como IL-6 e
TNF-a (TAKEDA et al., 2003). A IL-6 é considerada a principal indutora da expressdo hepatica
da PCR. Entdo, ela também pode ser considerada um marcador da inflamacdo da obesidade
(RIDKER, 2003).

Desta forma, a partir do inicio da nona semana, 0s animais do grupo Ob foram
redistribuidos e deu-se inicio ao protocolo de emagrecimento (Fase 2). Nesta fase, a restricdo
caldrica com dieta hiperlipidica deveria, hipoteticamente, promover perda de massa corporal nos
animais do respectivo grupo (ObR), de modo que suas massas corporais se igualassem aos
animais do grupo ObS, os quais foram submetidos ao emagrecimento com dieta hipolipidica
controle. Ao final desta fase, pudemos observar que a maior ingestdo alimentar foi a dos animais
do grupo ObS e a menor, do grupo Ob, enquanto que essa diferenca ndo foi observada na
ingestdo caldrica entre ObS e ObR, ja que foram equiparadas nesta fase para que atingissem o
mesmo peso corporal.

NOs esperdvamos que, ao final desta fase, os animais ObS igualassem sua ingestdo
alimentar aos animais C, porque tem sido relatado que a quantidade de calorias ingeridas por
roedores é compativel com suas necessidades energéticas, quando a dieta oferecida é de
composicdo adequada, e ambos 0s grupos passaram a ingerir a mesma dieta (HU et al., 2018).
Entretanto, a recomendacao para roedores € que as calorias advindas de lipideos sejam da ordem
de 15% do conteido energético total (REEVES et al.,1993), mas a dieta C foi levemente
hipolipidica (10% das calorias totais), o que pode ter prolongado a desregulagdo na ingestdo
alimentar para os animais ObS. Adicionalmente, como esses animais vieram de um regime
obesogénico, entdo, nés também inferimos que a duracdo da fase de emagrecimento pode ter
sido insuficiente para reduzir a ingestdo alimentar, de maneira similar a dos animais do grupo C.

Por outro lado, os animais ObR mantiveram a dieta obesogénica na fase 2, mas tiveram
restricdo caldrica, 0 que resultou em massas corporais e IL finais semelhantes ao ObS. Nesse
caso, podemos inferir que a restri¢do caldrica imposta resultou em balan¢co energético negativo.
De fato, tem sido relatado que restri¢cdo calorica induz a perda de massa corporal (HOPKINS e
BLUNDELL, 2016). No entanto, como a perda de massa corporal dos animais ObR foi menor
que a dos ObS, é também provavel que a quantidade de gordura e a predominancia de AGS desta
dieta tenham impactado. De acordo com Astrup (2001), uma alta razdo gordura/carboidrato na

dieta reverte em efeito menos termogénico e em menor perda fecal de energia. Isto explica o fato
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desses animais terem tido menor perda de massa corporal e maior eficiéncia energética
comparados aos ObS. Além disso, mesmo com restricdo calorica, a predominancia de AGS foi
mantida e, conforme relatado anteriormente, os AGS sédo mais lipogénicos (BUETTNER et al.,
2006).

E importante ressaltar que, no caso dos animais ObS, que tiveram maior perda de massa
corporal em comparagdo aos ObR, a substituicdo da dieta hiperlipidica pela hipolipidica foi a
determinante chave. De acordo com Hoevenaars et al. (2014) a substituicdo de dieta hiperlipidica
por dieta hipolipidica, mesmo em regime de livre acesso, é suficientemente efetiva em promover
perda de massa corporal em camundongos. Astrup (2001), relatam que o carboidrato é mais
termogénico do que gordura e 0 gasto energético € maior quando a razdo gordura/carboidrato da
dieta € baixa, como foi o caso do grupo com dieta C ou do grupo ObS (em calorias: 0,14 para C e
3,00 para Ob). Isso & observado também em humanos. Bray (1998), declara que mudanga
dietética que reduz o conteudo de gordura em até 30% das calorias, em condi¢fes ad libitum,
produz, de 2 a 4 kg de perda espontanea de peso corporal em individuos obesos, mesmo sem
restricdo caldrica.

Os resultados para o grupo ObR sdo compativeis com os resultados de adiposidade.
Apesar de o grupo ODbR ter apresentado massa corporal final semelhante aos grupos ObS e C, a
perda de massa (delta de massa corporal) foi menor para este grupo, o que também foi
compativel com maior eficiéncia energética. Em consonancia, para os ObR, a maior massa de
gordura epididimal bem como o maior indice de adiposidade visceral em relacdo aos ObS,
denotam que, apesar de a massa corporal total ter reduzido a valores semelhantes aos animais
controles, isto ndo ocorreu com a gordura, especialmente a visceral. Novamente, reforcamos que
a restricdo caldrica conseguiu promover a perda de massa corporal, mas foi menos eficiente em
promover perda de gordura, especialmente visceral.

Neste caso, além da quantidade de gordura dietética, o tipo de acidos graxos parece ser
determinante para 0 aumento/manutencdo da gordura corporal. No estudo de Wang et al. (2002),
ratos submetidos ha sete semanas com dieta contendo 50% das calorias em gordura e esta com
32% de AGS, tiveram maior adiposidade quando comparados com outros, alimentados com
dietas com a mesma proporc¢ao de gordura, mas com 42% de 6megas-3 ou 78% de 6megas-6 e
comparados com grupo controle, alimentado com dieta hipolipidica.

Varias hipoteses que dao suporte a tais achados. Matsuo e Suzuki (1994) sugerem que a
maior ingestdo de AGS reduz a afinidade da lipase horménio-sensivel aos triglicerideos de
reserva, aumentando seu contelido nos adipdcitos, e que isso é exacerbado nos adipécitos

viscerais. Pan et al (1994) afirmam que a maior ingestdo de AGS afeta a fun¢do da bomba de
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Na/K e reduz o transporte de elétrons na membrana mitocondrial, o que leva a uma reducédo da
taxa metabolica basal, contribuindo para o acumulo de triglicerideos no TAB. Takeuchi et al.
(1995) relatam que a maior ingestdo de AGS reduz a atividade da carnitina palmitoil-transferase
(CPT), promovendo menor taxa de oxidacdo do acido graxo palmitico.

Além disso, Hill, Melanson e Wyatt (2000) sugerem que a maior influéncia sobre a
oxidacdo lipidica é o balanco lipidico. Para esses autores, a taxa de mudanga nos estoques de
gordura seria fruto da diferenca entre a taxa de ingestdo de gordura e a taxa de oxidacdo de
gordura. Assim, outro fator estaria incluido: a qualidade da gordura ingerida, o que indica que
uma dieta ad libitum hiperlipidica conduziria a ganho de massa corporal enquanto que uma dieta
ad libitum hipolipidica conduziria a perda. Alguns autores explicam que um balango energético
positivo seria também resultado da maior ingestdo de gordura com concomitante reducdo dos
estoques de glicogénio. Entdo, balanco energético, nesse caso, seria sindnimo de balanco lipidico
(SALMON e FLATT, 1985).

Assim, a restricdo caldrica com dieta hiperlipidica promoveu perda de massa corporal e
de adiposidade, mas ndo de maneira tdo efetiva quanto a dieta hipolipidica controle. Em nivel de
tecido adiposo epididimal, o regime ObR ndo modificou as concentracbes de leptina e
adiponectina, as quais se mantiveram elevadas e reduzidas, respectivamente, em relagdo aos
grupos C e ObS. De um lado, podemos inferir, novamente, que a duracdo da fase de
emagrecimento possa ter sido insuficiente para afetar a secrecdo das adipocinas dosadas. Narita
et al. (2018) consideram que ag¢Bes benéficas advindas da restricdo calorica, aqui em especifico
na regulacdo da secrecdo dessas adipocinas, podem ser mediadas, pelo menos em parte, pelo
remodelamento metabolico do TAB. De acordo com esses autores, seria necessario mais de 3
meses para completar o remodelamento benéfico induzido pela restricdo calérica. De outro lado,
a sobrecarga lipidica, especialmente de maior composicdo em AGS, pode ter sustentado a
desregulacdo na secrecdo dessas adipocinas e, por isso, suas concentracdes ainda mantiveram-se
tal como nos animais obesos (MATIAS et al., 2018). Isso nos leva a crer novamente que 0s
efeitos deletérios da sobrecarga lipidica, especialmente de AGS, prevaleceram.

Os efeitos do excesso de AGS na secre¢do de adipocinas parecem ser mediados pelo
receptor gama ativado por proliferadores de peroxissomas — PPARy. Por exemplo, tem sido
mostrado que a ativacdo farmacologica com agonistas do PPARy leva ao aumento das
concentracdes plasmaticas de adiponectina (MAEDA et al., 2001) e reduz as de leptina (ZHANG
et al., 1996). Acredita-se que os AGS agem como antagonistas, inibindo o PPARYy. Esses acidos
graxos podem reduzir as concentra¢des circulantes de acido araquidonico, que é precursor de
ligantes do PPARy na membrana plasmatica de adipocitos (IBRAHIM, NATRAJAN e
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GHAFOORUNISSA, 2005) ou podem estar envolvidos em uma possivel desregulacdo da
atividade de ligantes diversos do PPARy (SARAVANAN et al., 2005).

Quanto as concentragfes teciduais de citocinas, a excecdo da IL-12p70 e IL-10, houve
uma pequena alteragdo para os animais ObR em compara¢do aos animais Ob, mas ainda
permanecendo incompativel com os animais magros (C). De maneira interessante, a quantidade
de infiltrados de células inflamatorias no grupo ObR foi restabelecida, tal como nos animais
controles ou nos alimentados com o regime ObS (ambos com dieta hipolipidica). Ainda, houve
um numero inferior de adipdcitos hipertrofiados no grupo ObR em compara¢do ao Ob, mesmo
ndo se assemelhando aos animais magros. Podemos inferir que a menor infiltracdo lipidica nos
adipécitos dos animais ObR promoveu alguma melhoria nessas células, refletidas nas
concentracdes mais baixas para a maioria das citocinas pré-inflamatorias avaliadas (I1L-6, TNF,
INFy e MCP-1). No entanto, como ndo houve restabelecimento da condicdo dos animais
controles, e possivel que, mesmo com uma menor infiltracdo de celulas inflamatorias no tecido
adiposo dos animais ObR, os produtos pro-inflamatdrios gerados tanto por essas células quanto
pelos préprios adipdcitos, estavam sendo secretados em quantidades ainda um pouco elevadas
nesses animais.

Desta forma, é provavel que a sobrecarga lipidica ainda tenha prevalecido no sentido de
ndo permitir o restabelecimento imuno-metabdlico dos adip6citos epididimais. Os mecanismos
pelos quais a sobrecarga lipidica, especialmente com fontes abundantes de AGS, favorecem a
inflamacéo, ainda carecem de investigacdes. De acordo com Deopurkar et al. (2010), dietas com
sobrecarga lipidica e de AGS sdo capazes de promover a captacdo de lipopolissacarideos
(oriundos de bactérias gram-negativas) pelo mucosa intestinal. A subsequente endotoxemia pos-
prandial causada por este fato estd associada com a inflamacdo cronica de baixo grau porque
esses compostos tém se mostrado ligantes de receptores que ativam vias que controlam a
expressdo de genes inflamatdrios, no tecido adiposo e em outros tecidos (MOREIRA et al.,
2012). O exemplo classico sdo os receptores do tipo tool-like (TLR-4 e TLR-2). Em adipdcitos e
macrdfagos, esses receptores tornam-se ativados por lipopolissacarideos e por AGS, o que
facilita a translocacdo do NF-kB para o nucleo, e induz a ativacdo de vias de sinalizacdo que
culminam com a maior expressao de genes pré-inflamatérios, aumentando a secrecdo de seus
produtos e contribuindo assim para a instalagdo, manutencdo ou piora da inflamacdo (RUIZ-
NUNEZ et al., 2016).

Os achados em nivel de tecidos adiposo epididimal condizem com respostas
intermedidrias, entre animais magros e obesos, observadas nos desfechos sistémicos

investigados. O regime dos animais ObR promoveu uma leve melhora na tolerancia a insulina,
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mas manteve uma baixa tolerancia a glicose quando comparado ao regime Ob. Inferimos que o
excesso de gordura pode ter sustentado as concentracdes mais elevadas de glicose para o0 grupo
ObR, o que repercutiu em menor tolerancia.

Isto pode ser explicado, pelo menos em parte por causa da influéncia da sobrecarga
lipidica e de AGS na producdo enddgena de glicose. Estudos em humanos e animais tém
demonstrado que uma elevagdo na concentracdo plasméatica de acidos graxos advinda da maior
ingestdo lipidica ou infusdo intralipidica, resultam na elevacdo da producdo endogena de glicose,
mesmo com restricao calérica (SALORANTA et al., 1993). A producdo enddgena de glicose é o
resultado glicogendlise e da gliconeogénese (HUNDAL et al., 2000). A taxa de gliconeogénese é
regulada e governada pela atividade de diversas enzimas, tais como a fosfoenol piruvato
carboxiquinase, a frutose-1,6 bifosfatase e a glicose-1,6 fosfatase (PILKIS e GRANNER, 1992).
Song et al. (2001) demonstraram em ratos que o excesso de gordura dietética estimulou a
gliconeogénese hepatica a partir da alanina porque aumentou as concentracdes da enzima
frutose-1-6-bifosfatase. Jin et al. (2013) demostraram que a elevacdo da gliconeogénese a partir
de glicerol em ratos alimentados com dieta hiperlipidica foi uma alteracdo metabdlica precoce, ja
ocorrendo apos 3 dias de alimentacéo.

Por outro lado, houve uma ligeira melhora na tolerancia a insulina para o grupo ObR.
Tem sido mostrado que a restricdo caldrica, mesmo em dieta hiperlipidica, é capaz de reduzir o
estresse do reticulo endoplasmatico no figado e tecido adiposo de camundongos, melhorando a
acdo da insulina (ZHANG et al., 2014). Ntsapi e Loos (2016) relataram que a restri¢do calorica,
mesmo que pequena, € uma indutora da autofagia, um processo intracelular fortemente regulado
que facilita a reciclagem de agregados proteicos anormais e organelas danificadas, tal como o RE
em materiais biossintéticos e bioenergéticos destinados a manutencdo da homeostase celular.
Além disso, em alguma instancia, a leve reducdo de citocinas pré-inflamatorias pode também ter
contribuido.

De todo modo, cabe ressaltar que os marcadores inflamatorios teciduais ainda se
mantiveram mais elevados nos animais ObR em comparacéo aos C. De acordo com Bastard et al.
(2006), a secrecdo sistematicamente aumentada de citocinas pro-inflamatdrias, tais como a IL-6
e o TNF, promovem intera¢Bes disfuncionais entre as citocinas e diversos intermediarios da via
de sinalizacdo da insulina, interrompendo a cascata de sinais, provocando, em ultima instancia a
resisténcia a insulina.

Vale ressaltar que, apesar de o grupo ObS ter sido mais tolerante a glicose do que o ObR,
ndo se igualou ao C. Neste caso, a duracdo desta fase também pode ter impactado, ja que esses

animais foram alimentados com dieta hiperlipidica por um longo periodo de tempo.
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Adicionalmente, como este grupo foi constituido de dieta levemente hipolipidica, a quantidade a
mais de carboidrato total pode ter contribuido para a manutencdo de maior concentracdo de
glicose circulante. De acordo com Jakobsen et al. (2010), a substituicdo de gordura saturada
(como € o caso do regime ObR) por carboidratos, como nas dietas hipolipidicas s6 é tdo efetiva
na melhora de marcadores da homeostase da glicose, a depender da qualidade dos carboidratos,
medida, por exemplo, pelo indice glicEmico. Neste caso, o carboidrato mais abundante da dieta
hipolipidica usada como controle é o amido processado, reconhecidamente como um carboidrato
de alto indice glicémico.

Em relacdo a tolerancia a insulina para os animais ObS, ndo podemos deixar de comentar
que os resultados finais, especialmente o expressado pela AUC, pode ter sido influenciado de
forma marcante, pelo fato de os animais deste grupo terem conseguido realizar o teste até os 30
minutos. Quando observamos as curvas para o TTII, nitidamente notamos uma tendéncia deste
grupo (ObS) apresentar concentragdes de glicose similares ao grupo C até os 30 minutos, embora
isso ndo tenha sido observado no TTOG. Entdo, podemos inferir que, para o grupo ObS, apesar
de as concentragdes circulantes de glicose ainda estarem um pouco elevadas (como mostrado no
TTOGQG), a sensibilidade a insulina pode ter sido totalmente recuperada. No entanto, este desfecho
ndo pode ser, de fato, verificado.

O figado exerce papel chave nas repercussdes negativas das dietas hiperlipidicas. Nés
avaliamos as concentracGes hepaticas e séricas de PCR considerando que esta e uma proteina de
fase aguda sintetizada principalmente pelo figado e torna-se elevada sistemicamente em resposta
a diversos fatores, tais como inflamacdo, sendo considerada um marcador desta disfungdo. A
restricdo caldrica com dieta hiperlipidica reduziu as concentracBes hepaticas e séricas da PCR
comparativamente a dieta obesogénica, mas sem alcancar valores obtidos com a dieta controle.
Este achado é condizente com a menor deposicdo hepatica de lipideos e menor acimulo de
gordura visceral e hepética para o grupo ObR comparativamente ao Ob.

Assim, o papel da restricdo caldrica na atenuacdo dos efeitos da sobrecarga lipidica
diretamente no figado, pode estar relacionado a inducdo, mesmo que discreta, de melhorias nos
processos de reciclagem celular. Ding et al. (2017) mostraram em ratos que uma restricdo
caldrica (30%) com dieta hiperlipidica (42% do contelido energético) preveniu a esteatose
hepéatica parcialmente porque aumentou a expressdo de marcadores da autofagia e diminuiu a
expressdo de marcadores do estresse do RE no figado, aliviando a desordem metabolica lipidica.

Além disso, comparativamente aos animais obesos, a restricdo calérica com dieta
hiperlipidica possivelmente promoveu menor influxo de acidos graxos para o figado advindo da

menor adiposidade visceral desses animais, bem como menor influxo de citocinas pro-
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inflamatdrias, especialmente IL-6, contribuindo para a melhora imuno-metabolica dos
hepatocitos com reducdo da producdo e secrecdo de PCR e menor acumulo de lipideos. Os
achados para o grupo ObS reforcam esta inferéncia, ja que, mediante uma dieta hipolipidica, a
maior parte dos indicadores e marcadores teciduais da inflamacédo foi compativel com o grupo C.

Em ultima instancia, cabe aqui destacar que a inflamacdo do tecido adiposo branco,
corresponsavel pelas disfungdes em outros Orgdos e, ou, sistémicas €, apenas em parte,
caracterizada pela producdo anormal de adipocinas e citocinas pré-inflamatorias tanto pelos
adipécitos quanto por células inflamatorias que infiltram o tecido disfuncional. Assim, outras
variaveis que ndo foram investigadas neste estudo, também podem ter contribuido para os

achados.
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8 RESUMO DOS PRINCIPAIS RESULTADOS E CONCLUSAO

De maneira geral, a restricdo calorica com dieta hiperlipidica promoveu os seguintes efeitos:

v

v
v
v

<\

Massas corporais e IL finais semelhantes a valores basais (grupo C).

Menor eficiéncia em perder peso, especialmente gordura visceral.

Manutencéo das concentracdes teciduais de leptina elevadas e de adiponectina baixas.
Reducgdo das concentracOes teciduais de IL-6, TNF, IFN-y e da quimiocina MCP-1 a
valores intermediarios aos grupos Ob e C.

Reducdo dos infiltrados de células inflamatdrias a valores basais (grupo C).

Reducdo da frequéncia de adipdcitos epididimais hipertrofiados a valores intermediarios
aos grupos Ob e C.

Melhora da tolerancia a insulina (entre Ob e C), mas baixa tolerancia a glicose.

Reducgdo das concentragdes hepética e sérica de PCR, bem como reducdo dos lipideos
hepaticos a valores intermediarios aos grupos Ob e C.

Assim, podemos concluir que a restricdo calérica com dieta hiperlipidica induziu o

emagrecimento. No entanto, foi menos eficiente em promover perda de gordura, especialmente

visceral. Com isto, houve atenuagdo do estado pré-inflamatorio tecidual e sistémico, com ligeira

melhora na homeostase da glicose. E provavel que, mesmo com a restricio caldrica, efeitos

deletérios advindos da sobrecarga lipidica e de acidos graxos saturados tenham sido os principais

determinantes dos desfechos observados.
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