UNIVERSIDADE SAO FRANCISCO

Programa de Pos-Graduacéo Stricto Sensu em Ciéncias da Saude

REGINALDO MARQUES DA SILVA

“LIPIDEO ESTRUTURADO CONTENDO ACIDO BEHENICO
NA OBESIDADE E INFLAMACAO POS-PRANDIAL EM
CAMUNDONGOS”

Braganca Paulista
2019



REGINALDO MARQUES DA SILVA - R.A. 001201606400

“LIPIDEO ESTRUTURADO CONTENDO ACIDO BEHENICO
NA OBESIDADE E INFLAMACAO POS-PRANDIAL EM
CAMUNDONGOS ”

Tese apresentada ao Programa de Pos
Graduacdo Stricto Sensu em Ciéncias da
Saude da Universidade S&o Francisco, como
requisito parcial para obtencdo do Titulo de
Doutor em Ciéncias da Saude.

Area de Concentracg&o: Farmacologia
Orientadora: Prof.2 Dr.2 Alessandra Gambero.

Braganca Paulista

2019



WD 210 Silva, Reginaldo Marques da

S583L Lipideos estruturado contendo acido behénico na
obesidade e inflamacéo pés-prandial em camundongos /
Reginaldo Marques da Silva. - Braganca Paulista, 2019.

69 p.

Tese (Doutorado) — Programa de Pds-Graduagéo

Stricto Sensu em Ciéncias da Salude da Universidade Sao

Sistema de Bibliotecas da Universidade Sao Francisco — USF

Ficha catalogréafica elaborada por: Denise Isabel Arten — CRB-8/5823




UNIVERSIDADE SAQ FRANCISCO

SILVA, Reginaldo Marques da ‘Lipideo Estruturado Contendo Acido Behénico na Obesidade e Inflamagéo
Pés Prandial em Camundongos”. Tese defendida e aprovada no programa de Pos-Graduagéo Stricto
Sensu em Ciéncias da Salude da Universidade Sao Francisco em 22 de agosto de 2019 pela Banca
examinadora constituida pelos professores:

Patricfa de Oliveira Carvalho
Universidade Sao Francisco

P e

{ J Alessandra Gambero
(Orientadora e Membro externo)

pacCon X

Carlgé€ Augusto Real Martiné2
Universidade Sao Francisco

Pt £t der

Erica Martins Ferreira Gotardo
Universidade Estadual de Campinas

Réquel de(Cagsia dos Santos
Universidade Sao Francisco

sl

UTanila Wood dos Santos

Campus Braganga Paulista Av. Sao Francisco de Assis, 218 - Jd. Sdo José - CEP 12916-900 / Tel.: 11 2454.8000 / Fax: 4034.1825
Campus Campinas - Unidade Cambui R. Cel. Silva Teles, 700 prédio C - Cambui - CEP 13024-001 / Tel.: 19 3779.3370

Campus Campinas - Unidade Swift R. Waldemar César da Silveira, 105 - Swift - CEP 13045-510/ Tel.: 19 3779.3300 / Fax: 3779.3321
Campus ltatiba Av. Senador Lacerda Franco, 360 - Centro - CEP 13250-400/ Tel.: 11 4534.8000 / Fax: 4534.8015



DEDICATORIA

Dedico este trabalho & minha esposa Mirlene e minha filha Mariana, que me apoiaram e em
memdaria de Maria Deuza minha querida mée.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente agrade¢o ao nosso Senhor Jesus Cristo consumador da vida.

A minha esposa Mirlene e minha filha Mariana pelo carinho e amor.

De forma muito especial, agradeco a Professora Doutora Alessandra Gambero que me recebeu
tdo gentilmente, pela orientacdo durante esses 3 anos ( Seus ensinamentos, sua confianca e
sua sinceridade e sua atencao).

A todos os colegas de bancada, Cintia, Paola, Thaina, Caio, Debora, Carol, Erica, Simone,
Michelle, Tanila, Melina, Quélita, Leticia, Ligia, Rafael, Guilherme, Felipe, Aline, Juliana, Natalia,
Catarina e Harison obrigado pela simpatia, destreza e aprendizado durante esse tempo que
passamos juntos.

Aos meus pais, Jose Margues e em memoria Maria Deuza. Que sempre acreditaram no meu
esforgo.

A irma Eliana e os irmados José Carlos e Cesar que sempre me apoiaram e ouviram em todas
as decisbes tomadas e toda minha familia e amigos que contribuiram para meu crescimento
mesmo distante me apoiaram.

A todos os professores, secretarias e assistentes do Programa de P6s-Graduacéo em Ciéncias
da Saude e os funcionarios da Universidade Sdo Francisco, pelas contribuicbes e convivio.
Todos que contribuiram diretamente com a execugcdo deste trabalho ou que estiveram
presentes em minha vida, mesmo sendo por um curto momento obrigado.

A Universidade S&o Francisco pelo apoio e servicos

Aos funcionérios do biotério: Fabiano, Walter, Paulo, Amauri, Kevin, Lazinho.

A CAPES pelo apoio financeiro e & FAPESP.



O Senhor é o0 meu pastor; de nada terei falta. Mesmo quando eu andar por um vale de trevas e
morte, ndo temerei perigo algum, pois tu estas comigo; a tua vara e o teu cajado me protegem.
Salmos 23: 1;4

Vi



RESUMO

A obesidade é definida como a expansdo maci¢a do tecido adiposo branco (TAB) devido ao
desequilibrio entre a ingestao calérica e o gasto de energia. Na obesidade, a expanséo do TAB
se manifesta por aumento no nimero de adipdécitos hipertréficos gerando alteracdes locais que
incluem hipdxia, estresse oxidativo, inflamacéo e resisténcia a insulina. Lipideos estruturados
(LE) sao triacilglicerdis reestruturados em relacdo a sua composicdo ou distribuicdo de acidos
graxos na cadeia de glicerol com o objetivo de alterar propriedades fisicoquimicas ou
nutricionais. LE contendo &cido behénico, um acido graxo de cadeia muito longa (VLCFA), sdo
parcialmente absorvidos e podem atuar como inibidores de lipase pancreatica no intestino,
reduzindo a absorcao de lipideos e o aporte calorico, apresentando grande potencial no manejo
dietético de pacientes obesos. Neste trabalho, um LE obtido por interesterificacdo enziméatica a
partir da mistura de 6leo de soja/oliva/crambe totalmente hidrogenado foi avaliado quanto a
capacidade de controlar a inflamacgéo pés-prandial e o seu efeito anorexigeno comparado ao
farmaco orlistat. Os resultados mostraram que a absor¢cdo de LPS foi significativamente
reduzida, ap6s uma refei¢éo rica em gordura com LE, assim como os niveis de interleucina (IL)-
6 e CRP séricos. Por outro lado, o efeito anorexigeno de LE néo foi observado. Porém, foram
observados a diminuicdo nos triglicérides (TG) e glicemia do grupo tratado com LE. Outros
aspectos observados foram a diminuicdo da macroesteatose, de lipidios totais e diminuicdo da
expressao génica de IL-1p3, IL-6, fator de necrose tumoral (TNF)-a, Toll-like receptor (TLR)-4 e
cluster of diferentiation (CD)36 no figado. Redug¢bes na absorcdo de vitamina D foram
observadas nos grupos da dieta 50% banha de porco (DH50) e dieta 100% LE (DH100) .
Analise da microbiota intestinal foi realizada pelo método quantitativo de DNA especifico de
Firmicutes e Bacteroidetes e revelou um aumento destes filos nas fezes dos camundongos que
consumiram LE e Orlistat. A avaliacdo da atividade da mieloperoxidase (MPO) no colon ndo
mostrou aumento no infiltrado de neutrdéfilos, bem como n&do houve alteracdes nas expressdes
génicas dos transportadores de lipideos no intestino. Concluimos que o LE diminuiu a
inflamacao pos-prandial e houve melhora no controle glicémico e no quadro de doenca hepéatica
gordurosa nédo-alcoodlica (DHGNA), além de uma melhora significativa da disbiose associada a

obesidade.

Palavras Chaves: Lipideo estruturado. Acido Behénico. Inflamac&o pos-prandial. Obesidade.
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ABSTRACT

Obesity is defined as the massive expansion of white adipose tissue (WAT) due to the
imbalance between a caloric intake and energy expenditure. In obesity, the expansion of WAT is
manifested by an increase in the number of hypertrophic adipocytes that generate local changes
as hypoxia, oxidative stress, inflammation and insulin resistance. Structured lipids (LE) are
restructured triacylglycerols in relation to their composition or distribution of fatty acids in the
glycerol chain in order to alter physicochemical or nutritional properties. LE containing behenic
acid, a very long chain fatty acid (VLCFA), is partially absorbed and can act as pancreatic lipase
inhibitors in the intestine, reducing lipid absorption and caloric intake, presenting great potential
in the dietary management of obese patients. In this work, an LE obtained by enzymatic
interesterification from the fully hydrogenated soybean / olive / crambe oil mixture was evaluated
for the ability to control postprandial inflammation and its anorectic effect compared to orlistat
drug. Results showed that LPS absorption was significantly reduced following a high-fat meal
with LE, as well as serum interleukin (IL) -6 and CRP levels. On the other hand, the anorectic
effect of LE was not observed. However, a decrease in triglycerides (TG) and glucose blood
level was observed in the group treated with LE. Other aspects observed were decreased
macrosteatosis, total lipid and decreased gene expression of IL-1(, IL-6, tumor necrosis factor
(TNF)-a, Toll-like receptor (TLR)-4 and cluster of differentiation ( CD) 36 in the liver. Reductions
in vitamin D absorption were observed in the 50% lard (DH50) and 100% LE (DH100) diet
groups. Intestinal microbiota analysis was performed by the Firmicutes and Bacteroidetes
specific DNA quantitative method and revealed an increase of these phyla in the feces of LE and
Orlistat mice. Evaluation of myeloperoxidase (MPO) activity in the colon showed no increase in
neutrophil infiltrate, as well as no changes in the gene expression of lipid transporters in the
intestine. To conclude that LE decreased postprandial inflammation and improved glycemic
control and nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD), as well as a significant improvement in

obesity-associated dysbiosis.

Keywords: Structured lipid. Behenic Acid. Postprandial inflammation. Oobesity.
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1. INTRODUCAO

A obesidade ainda apresenta maior prevaléncia nos paises desenvolvidos. Porém nos
altimos anos, aumentou de forma significativa nos paises em desenvolvimento (SINGH;
KUMAR; MAHALINGAM, 2017). Se este aumento continuar na mesma propor¢ao, até 2030,
podemos chegar a um total de 2,16 bilh6es de individuos com sobrepeso e 1,12 bilhdes de
individuos obesos no mundo, o que representa 38% da populagdo com sobrepeso e 20% com
obesidade. (SINGH; KUMAR; MAHALINGAM, 2017). A obesidade é definida como a expansédo
macica do tecido adiposo branco (TAB) devido ao desequilibrio entre a ingestdo calérica e o
gasto de energia. Na obesidade, a expansao do TAB se manifesta por dramaticos aumentos no
namero de adipocitos hipertroficos que estdo significativamente relacionados a mudangas
prejudiciais no TAB, incluindo hipdxia, estresse oxidativo, inflamacéo e resisténcia a insulina
(PARK et al., 2018).

Os principais fatores que levam a obesidade sdo o consumo de alimentos com alto teor
caldrico ou alto teor de gordura, atividade fisica insuficiente e mudanga para um estilo de vida
sedentario bem comum na atualidade (LEITNER et al., 2017). Dado que o TAB é o principal
O0rgdo para armazenamento e mobilizacdo de energia, a maioria dos estudos prévios
relacionados a obesidade teve como foco a compreensdo de anormalidades na fisiologia e
metabolismo dos adipécitos, bem como nas alteracdes da composicdo da chamada fracao
estromal vascular (FEV), em um esforco para entender a ligacdo entre obesidade e doencas
metabdlicas. No entanto, com descoberta das adipocinas, uma série de mediadores secretados
pelo tecido adiposo, revisou o conceito do TAB sendo apenas um deposito de gordura. Em vez
disso, ficou claro que o TAB é um sistema enddcrino dinamico crucial na regulacao da
homeostase energética sistémica. Ainda neste trabalho foi verificado que as adipocinas incluem
proteinas angiogénicas, reguladoras metabdlicas e mediadores inflamatérios e que a maioria
das adipocinas, incluindo a leptina e a adiponectina, atua como ponte entre o estado funcional
do TAB e de outros 6rgdos, modulando o metabolismo energético sistémico (PARK et al.,
2018). Sabe-se que a inflamagdo cronica desempenha um papel importante no
desenvolvimento e progresséo da resisténcia a insulina. Em particular, o TAB desempenha um
papel ativo nesse processo, secretando substancias inflamatérias, incluindo o fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), um mediador na resisténcia a insulina (NA; LEE, 2019), a interleucina-6
(IL-6) considerada um marcador de inflamacéo aguda (XU, Y.; ZHANG; YE, 2018) e, a proteina
quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1) que controla a fun¢cdo dos mondcitos por meio ativagéo do

receptor de quimiocina-2 (CCR2) sendo apontada como responsavel pelo recrutamento destas
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células para o TAB (HUMA et al.,, 2017; VOLP et al., 2008). Por outro lado o TAB
simultaneamente liberam citocinas antiinflamatorias, que incluem a IL-4, IL-10 e IL-2, para

contrabalangar os efeitos desfavoraveis da inflamacéo (PARK et al., 2018).

A obesidade esta associada com o desenvolvimento de pelo menos 18 comorbidades,
incluindo o diabetes mellitus tipo 2 (DM2), doencas cardiovasculares como a hipertenséo,
dislipidemias, certos tipos de cancer, entre outros (GUTT et al.,, 2019; ROSA-GONCALVES;
MAJEROWICZ, 2019). A DM2 é caracterizada pela hiperglicemia e resisténcia periférica a
insulina ou reducado dos niveis de insulina (AKASH; REHMAN; LIAQAT, 2018). A resisténcia a
insulina resulta num fluxo anormal de 4cidos graxos livres que culmina na dislipidemia diabética
onde se observam elevadas concentracdes séricas de triglicerideos e lipoproteina de baixa
densidade (LDL- colesterol), reduzidas concentragdes de lipoproteina de alta densidade (HDL -
colesterol) e esteatose hepatica (FILIPPATOS et al., 2017).

Os lipidios sdo um dos mais importantes macro-nutrientes, incluindo uma ampla
variedade de vitaminas lipossolaveis, acidos graxos essenciais e componentes bioativos
necessarios para o corpo humano. Eles estdo envolvidos em diversos aspectos das funcdes
celulares, como armazenamento de energia, estrutura e dindmica de membrana e transducgéo
de sinal (YE et al., 2019). Lipidios dietéticos derivados de diferentes fontes tém diferentes
composicdes de acidos graxos e triacilglicerdis (TAGs), variando no comprimento da cadeia
acil, insaturacdo e localizacdo dos acidos graxos dentro das moléculas de TAG, o que pode
levar a diferencas apreciaveis em suas propriedades fisicas, quimicas e nutricionais (YE et al.,
2019). Por exemplo, o consumo de &cidos graxos saturados (AGS) estimula uma resposta
inflamatdria metabdlica, mediada pelo receptor toll-like 4 (TLR-4), expresso em células imunes
como mondcitos, macréfagos e células dendriticas. Também neste estudo poés-prandiais
mostraram que uma Unica refeicdo induz alteracbes nos biomarcadores inflamatorios
circulantes mesmo em individuos saudaveis de forma proporcional a quantidade e qualidade de
lipideos presentes, dando origem ao termo inflamag¢@o pds-prandial (QUINTANILHA et al.,
2019). A hiperlipidemia pos-prandial € uma condigédo na qual os remanescentes de quilomicrons
ricos em triacilglicerois aumentam durante o periodo pdés-prandial e a hipertrigliceridemia é
prolongada (NAKAMURA et al., 2016).

Dados de um estudo em humanos revelaram que dois testes de refeicbes, uma
enriquecida com &cidos graxos saturados (AGS), sendo leite com 3% teor gordura (220 mL),
café (80 mL), acucar (15 g), pao francés (75 g), manteiga com sal (38 g) e queijo mussarela (52

g) e outra enriquecido com &acidos graxos insaturados (AGIS) e fibra, sendo leite com 1% de
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gordura (220 mL), café (80 mL), acucar (15 g), pao francés integral (75 g), ricota (60 g) com
azeite extravirgem (32 mL) e amendoins (20 g), mostraram que a refeicdo enriquecida com AGS
induziu um aumento de aproximadamente 10 vezes na expressao de IL-1B pds-prandial em
relacdo ao jejum, enquanto a refeicdo com AGIS e fibras teve uma inducdo muito menos
pronunciada. A expressao génica de IL-6 e MCP-1, bem como 0s niveis proteicos na circulagéo
aumentou com a refeicdo enriquecida com AGS, mas nao apoés a refeicdo com AGIS. Portanto
esses resultados indicaram que uma Unica refeicdo enriquecida com AGS é capaz de induzir de
forma aguda aexpressdo delL-1Be, se consumida regularmente poderia desencadear
inflamacdo sistémica, enquanto o aumento do consumo de AGIS poderia atenuar
o estado inflamatério pés-prandial (MONFORT-PIRES et al., 2018). Em outro trabalho, onde foi
aplicado um teste de tolerancia oral a lipidios em homens e mulheres, alteragbes nas
concentragcbes dos marcadores inflamatorios TNF-a, IL-6 e proteina-C reativa (CRP) foram
avaliadas ap0s o consumo de uma refeicdo rica em gordura. No entanto ainda neste estudo a
refeicdo consistia em ovos, torradas, manteiga, pasta de amendoim, péssegos, chantilly e leite,
0 que resultava no contetdo de energia de 64% de gordura, 18% de carboidratos e 18% de
proteina. Os resultados mostraram que ndo houve diferenca significativa nas concentracdes
circulantes de IL-6, TNFa e CRP no estado de jejum entre ambos os sexos. Apés a refeicao,
ndo houve aumento pés-prandiais de CRP em ambos os sexos, mas IL-6 e TNFa estavam
aumentados ap0s a ingestao da refeicdo (PAYETTE et al., 2009), corroborando o fato de que
dietas hiperlipidicas com predominancia de AGS desencadeiam um quadro de inflamagao pos-
prandial. A CRP é uma proteina de fase aguda que é produzida principalmente no figado apés
estimulacao por citocinas pré-inflamatérias, como a IL-6 e o TNF- a (ROTA et al., 2019; VOLP
et al., 2008).

Também presente nas respostas pés-prandiais estd o aumento sérico dos niveis de
endotoxinas (LOPEZ-MORENO et al., 2018), que sdo complexos de LPS, variando em tamanho
de 10 a 1.000 kDa (massas maiores formam-se devido a agregacgao hidrofobica), presentes na
parede celular de bactérias Gram-negativas. As endotoxinas desencadeiam uma resposta
inflamatoria em mondcitos e macroéfagos através da ativagcdo do complexo receptor Toll like
4/CD14 (SHENDI; DAVIES; DAVENPORT, 2018). O aumento dos niveis circulantes de
endotoxinas tem sido considerado um importante fator predisponente para doencas associadas
a obesidade, como aterosclerose e 0 DM2 (LYTE; GABLER; HOLLIS, 2016).

Estudo em humanos mostrou que uma refeicdo rica em frutas e fibras (carboidratos

58%, proteina 15% e gordura 27%) induz a redugéo dos niveis circulantes de LPS pds-prandial
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em comparacdo com uma refeicdo rica em gordura (33% saturada) e carboidratos (50,5%, 20%
de proteina e 29,5% de gordura), ainda neste trabalho uma outra refeicéo teste rica em acido
graxo w-3 reduziu a endotoxina sérica poés-prandial em comparacdo com a refeicdo rica em
acido graxo saturado (LOPEZ-MORENO et al., 2017). Esta variacado nos niveis de LPS séricos
tem sido definida como endotoxemia metabodlica (QUINTANILHA et al., 2019).

Outro ponto que tem merecido atencdo em relacéo a endotoxemia metabdlica é o papel
da microbiota intestinal. O trato gastrintestinal humano contém uma comunidade complexa de
trilhdes de microorganismos, formados por quatro filos principais, Bacteroidetes e Firmicutes
(que compdem cerca de 90-99% ), Actinobacteria e Proteobacteria (WISNIEWSKI; DOWDEN,;
CAMPBELL, 2019). Estes microorganismos desempenham funcdes fisiologicas importantes,
tais como metabolismo de nutrientes e regulacdo energética, regulacdo da imunidade e
manutencdo da defesa da mucosa. (LAU; WONG, 2018). Alterag6es no microbioma intestinal
tém sido associadas a diferentes doencas metabdlicas, incluindo obesidade, DM2 e doencga
hepatica gordurosa nao alcodlica (DHGNA) (LAU; WONG, 2018). Foi demonstrado que
camundongos geneticamente obesos exibem uma propor¢do aumentada de Firmicutes e uma
propor¢do menor de Bacteroidetes em sua microbiota em compara¢cdo com homélogos do tipo
selvagem, além disso foi mostrado que uns dos mecanismos pelos quais a microbiota intestinal
pode afetar o metabolismo do hospedeiro é a producdo de acidos graxos de cadeia curta
(AGCCQC), principalmente acetato, propionato e butirato, a partir de polissacarideos dietéticos
inacessiveis aos seres humanos. (GERARD, 2017) Esse mesmo estudo apresenta que 0s
seres humanos obtém aproximadamente 10% de seu suprimento diario de energia a partir
desses AGCC produzidos pelas bactérias intestinais, e observou-se que os perfis de AGCC
estdo diminuido em individuos obesos (GERARD, 2017).

Embora a DM2 e a obesidade, coexistam na maioria das vezes, as duas doencas sdo
tratadas na clinica separadamente. As opcdes terapéuticas sao limitadas para o tratamento da
obesidade e na maioria das vezes, a mudanca de estilo de vida resulta em perdas que atingem
5% do peso corporal e quando combinadas as poucas op¢des farmacologicas pode se atingir a
perda de 10% (HUTCH; SANDOVAL, 2017). De forma contraria, as op¢des terapéuticas para o
tratamento do DM2 estdo sempre expandindo j& que a doenca € progressiva (assim como a
obesidade) e exige um continuo ajuste de medicamentos que visam a manutencdo do controle
glicémico adequado, embora possam resultar no ganho de peso, como por exemplo a insulina
(HUTCH; SANDOVAL, 2017; ROSA-GONCALVES; MAJEROWICZ, 2019). A cirurgia bariatrica,

apesar do alto risco e custo, tem sido apontada como a alternativa capaz de resolver ambas as
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doencas, resultando numa perda de peso de 30% que se sustenta por um periodo de 10 anos
em média e em taxas de remissdo de DM2 entre 38 e 77% (CUMMINGS; COHEN, 2017,
LAURSEN et al., 2019; SCHAUER et al., 2014). A farmacoterapia tem contribuido pouco para
conter a expansdo da obesidade provavelmente devido aos efeitos colaterais dos
medicamentos e a falta de aceitacao de que a obesidade € uma doencga crénica (GOTTHARDT;
BELLO, 2016).

Dentre as opg¢Oes terapéuticas, desde 1999, o farmaco orlistat tem sido indicado para a
perda de peso. Orlistat (tetrahydrolipstatin) € um derivado sintético da lipstatina, atuando como
um potente e seletivo inibidor de lipases pancreéaticas (HAUPTMAN; JEUNET; HARTMANN,
1992). A lipase pancreatica € a enzima primaria conversora de triglicerideos provenientes da
dieta em monoglicerideos e acidos graxos livres. O uso do Orlistat diminui em
aproximadamente 30% a absorgéo de triglicerideos que sdo excretados nas fezes, resultando
em uma importante reducao calorica (ROSA-GONCALVES; MAJEROWICZ, 2019). A presenga
desta gordura néo digerida nas fezes gera flatuléncia, urgéncia fecal e aumento da frequéncia
de defecacdes levando os pacientes que ndo evitam e nem reduzem o conteudo de lipideos da
dieta a descontinuar o tratamento (90% dos pacientes descontinuam esta terapia
medicamentosa ap6s 1 ano) (FINER et al., 2000; PADWAL et al., 2007). Orlistat também pode
reduzir o nivel de vitaminas lipossolaveis (A, D, E e K), requerendo uma suplementacdo
multivitaminica e, reduzir a incorporacdo de acidos graxos poli-insaturados como os derivados
de w-3 (PUFAS, w-3), o que também ndo se mostra benéfico (BOREL; CAILLAUD; CANO,
2015; CRUZ-HERNANDEZ et al., 2010; MAURYA; AGGARWAL, 2017).

Uma alternativa ao uso do farmaco Orlistat seria o uso de lipideos estruturados com
baixo valor calérico. Os lipidios estruturados (LEs) sdo definidos como triacilgliceréis (TAGS)
reestruturados ou modificados, obtidos por interesterificacdo quimica ou enzimatica a partir de
triacilgliceréis contendo acidos graxos de cadeia curta, média e longa, de origem vegetal ou
animal (KOK; CHUAH; CHENG, 2018; ZHOU et al., 2017). S&o sintetizados com o objetivo de
obter lipidios nutracéuticos ou funcionais, que podem proporcionar beneficios especificos a
saude, melhorar ou modificar as caracteristicas fisicas, quimicas e reolégicas de Oleos e
gorduras, além de reduzir ou aumentar as propriedades nutricionais dos alimentos (MOREIRA
et al., 2017). O oleo da semente de Crambe abyssinica (Hochs) que tem alto teor de acido
erucico (50-60%), um &cido graxo de cadeia longa que contém 22 atomos de carbono e apenas
uma dupla ligagdo e quando submetido a um processo de hidrogenacdo, o acido erucico

(C22:1) é convertido em &cido behénico (C22:0), um &cido graxo saturado de cadeia muito
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longa (RIBEIRO et al., 2017). O 6leo de Crambe totalmente hidrogenado é um sélido branco
gue tem valor potencial como componente de ceras (RIBEIRO et al., 2017). A Crambe
abyssinica pertencente a familia das cruciferas e é nativa da regido do Mediterraneo, mas esta
espécie mostrou boa adaptagcdo a outras condi¢gbes climéticas e tem sido cultivada no Brasil
devido ao interesse industrial em extrair o 6leo da semente (26-38%), e devido ao seu alto teor
de proteina e grande potencial para o cultivo no periodo de entressafra, na regido Centro-Oeste
do Brasil, com caracteristicas favoraveis a rotacéo de culturas com plantio direto apés a colheita
da soja (RIBEIRO et al., 2017; SZMATOLA et al., 2018). O LE foi obtido por interesterificagéo
enzimatica utilizando uma lipase imobilizada (Lipozyme TL, Novozymes S.A) a partir de uma
mistura de 6leo de soja (45%), 6leo de oliva (45%) e 6leo de crambe totalmente hidrogenado
(10%). Ainda segundo esses autores a escolha dos 6leos de soja e oliva teve a finalidade de
obter caracteristicas organolépticas e também funcionais do LE pela incorporacdo de &cidos
graxos poli-insaturada (PUFAS) (MOREIRA et al., 2017). O azeite de oliva é o 6leo comestivel
obtido diretamente do fruto da Olea europaea L., constituido principalmente por TAGs (98,5% a
99,5%), acidos graxos livres e glicerol, além de pequenas quantidades de compostos de grande
importancia e que apresentam propriedades antioxidantes como os compostos fendlicos e os
fitoesterdis. Os principais acidos graxos encontrados no azeite sdo o acido oléico (C18:1; 55 a
83%), um acido graxo monoinsaturado que € considerado fundamental pelas propriedades
benéficas na reducdo da oxidagédo do LDL-colesterol e, o &cido linoléico (C18:2; 3,5 a 21%) um
acido graxo poli-insaturado precursor do acido araquidénico (MARTIN-PELAEZ et al., 2017). O
Oleo de soja é extraido da semente da Glycina maxima, que € uma matéria-prima de grande
qualidade, disponibilidade, baixo custo e nutricionalmente interessante pela presenca de acidos
graxos essenciais como o linoléico (C18:2; 55%) e linolénico (C18:3, 5%), acido graxo poli-
insaturado w-3, sendo esse Ultimo o precursor do acido eicosapentaendico (EPA) e acido
docosahexaenoico (DHA) que apresentam acado anti-inflamatéria (DECKELBAUM; TORREJON,
2012; LESCANO DE SOUZA JUNIOR et al., 2017).

No estudo realizado por Moreira, (2017) os camundongos alimentados com uma dieta
hiperlipidica (DH) contendo o LE durante 8 semanas ndo ganharam peso quando comparado ao
ao controle alimentado com dieta normocal6rica. Porém os animais que ingeriram DH contendo
banha de porco se tornaram obesos quando comparados ao controle. Também foram
analisados o gasto energético, e este foi semelhante em todas as dietas, implicando que o LE
ndo aumentou nem alterou o metabolismo energético dos animais. Foi também observado um
aumento na quantidade de lipidios excretados nas fezes, o que justificaria que, apesar se serem

alimentados com uma DH, a composicdo corporal dos animais n&o diferiu dos



21

controles. Durante o experimento, 0s animais ndo apresentaram diarreia, 0 que sugere que 0s
lipidios pudessem estar sendo parcialmente absorvidos. Analises hepaticas mostraram
auséncia de esteatose macro e microvesicular nos animais que consumiram a DH contendo o
LE e aumento dos niveis de &cidos graxos como o acido araquiddnico (AA) e
docosahexaenoico (DHA) (MOREIRA,et al.,, 2017). O mecanismo de acdo sugerido para os
efeitos observados com o consumo do LE que é rico em acido behénico foi a inibicdo da lipase
pancreatica, mesmo mecanismo do farmaco Orlistat (KOJIMA et al., 2010). O &cido behénico
inibe o desempenho da lipase pancredtica e, consequentemente, impede a hidrélise dos
triacilglicer6is e sua absorcdo, promovendo a reducdo de calorias (MOREIRA; et al.,
2017). Essa inibicdo pode ser explicada pela ndo formacdo do complexo enzima-substrato, ou
pela baixa difusdo do acido behénico na fase oleosa, que bloquearia a interface da lipase,
resultando assim na prevencdo da hidrolise e excrecdo de acidos graxos pelas fezes,
proporcionando um efeito anti-obesidade (MOREIRA, et al., 2017).

O estudo inicial de Moreira et al.(2017) mostrou que o LE contendo acido behénico pode
ser usado para prevenir o estabelecimento da obesidade, sem causar efeitos colaterais. Assim,
este trabalho ir4 avaliar se o LE contendo &cido behénico é também eficiente na inflamacgéo
pés-prandial, verificando se este altera os parametros inflamatérios resultantes de uma refeicédo
rica em lipideos. Considerando um provavel mecanismo de acdo comum do LE ao farmaco
Orlistat (inibidor de lipase), pretende-se também avaliar o potencial na estratégia de
emagrecimento  empregando  camundongos que se  tornaram  obesos  por

hipercalorica/hiperlipidica.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

- Avaliar os efeitos da ingestdo do LE obtido a partir da interesterificagdo enzimética dos 6leos
de oliva/soja/crambe totalmente hidrogenado na inflamagéo pds-prandial em camundongos.

- Avaliar o potencial efeito emagrecedor do LE obtido a partir da interesterificagdo enzimética
dos 6leos de oliva/soja/crambe totalmente hidrogenado em camundongos obesos.

2.2.  Objetivos especificos

- Analisar em situagé@o pos-prandial as curvas glicémicas e de triglicérides, a producédo IL-6 e
CRP, hormbnios pancreaticos e intestinais e, a endotoxemia em camundongos que receberam

uma refeicdo rica em lipidios contendo LE ou blendas de dleos.

- Avaliar o tempo esvaziamento gastrico em camundongos apds uma refeicdo rica em lipidios

contendo LE ou blendas de 6leos.

- Analisar o potencial de emagrecimento do consumo de LE por camundongos obesos,

avaliando a composigao corporal.

N

- Avaliar parametros metabdlicos como resisténcia a insulina, lipidemia e endotoxemia em

camundongos obesos ap6s consumo de LE.

- Avaliar as respostas inflamatérias associadas a obesidade em camundongos obesos apds

consumo de LE.

- Avaliar alterac6es na microbiota intestinal em camundongos obesos apés consumo de LE.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Sintese do LE

O LE foi produzido por meio da interesterificagdo enzimética utilizando o 6leo de oliva
(variedade Arbequina e tipo extra virgem, Olivas do Sul, Brasil), 6leo de soja e 6leo de crambe
totalmente hidrogenado (Chemyunion, Brasil) na proporgéo de 43:43:14 (g/g), respectivamente.
A reacao de interesterificagdo ocorreu em um reator quimico de vidro encamisado (Marconi®)
acoplado a um banho ultra-termostatizado (Marconi®) sob vacuo a 350 rpm por 4 h a 60 °C, via
adicdo de 10% de lipase imobilizada (Lipozyme TL IM, Novozymes®). A unidade da atividade
da lipase (U) foi definida como a quantidade de lipase necessaria para liberar 1 ymol de acido
graxo em 1 min, por miligrama de enzima a 37°C. Os principais acidos graxos na mistura foram
acido oleico (36%), acido linoléico (27%), acido palmitico (14%), acido estearico (10%), acido
behénico (6,5%), acido linolénico (2,5%) e outros (4%) (MOREIRA,; et al., 2017). Como a reagdo
de interesterificacdo ndo altera a composi¢édo de acidos graxos, os LEs mantiveram a mesma
composi¢cdo da mistura. A sintese foi realizada pela Dra. Débora Kono e pela prof.2 Dr.2
Gabriela Alves Macedo no Departamento de Alimentos e Nutricdo da Faculdade de Engenharia

de Alimentos da Unicamp.

3.2. Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos com 5 semanas de idade adquiridos do
Centro Multiinstitucional de Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas
(CEMIB/UNICAMP). Os animais foram acondicionados em isoladores individuais e mantidos no
Biotério da Central da USF, com ciclos artificiais de 12 horas claro e escuro e temperatura
controlada. Os animais se serviram ad libitum de agua e ragédo. Os protocolos foram aprovados
previamente pelo CEUA/USF (Protocolo CEA/USF 01.03.2017, Anexo ).

3.3. Teste de tolerancia oral a refeicdo e parametros séricos avaliados

Camundongos (n=6 por grupo) foram submetidos a jejum durante 12 horas e apés este
periodo receberam por gavagem refeicbes liquidas como descritas a seguir (Figura 1) e
baseadas no descrito por Take e colaboradores (2016). Foi administrado 0,1 mL da refeicdo
liquida para cada 10g de peso corporal, sendo: refeicdo Ensure® (Tabela 1) preparada

seguindo as instrugbes do fabricante (Abbott do Brasil), Ensure® com 15% de mistura de
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(1:1g/v) de 6leo de soja e 6leo de oliva (O/S), Ensure® com 15% de LE e, Ensure® com 15%
de mistura (43:43:14 g/v) de Oleo de oliva, 6leo de soja e 6leo de crambe totalmente
hidrogenado (OSC) conforme o desenho abaixo. Apds gavagem, as concentracdo de TG
séricas foram avaliados nos tempos ( 0, 30, 1, 2 e 4 horas), usando o aparelho portatil

(Accuntrend Plus, Roche).

Apds uma semana de intervalo, o mesmo procedimento foi repetido e a glicemia foi
determinada utilizando equipamento portatil (Accuchek, Roche). Novamente, apds uma semana
de intervalo, o procedimento foi repetido e apds duas horas os animais foram eutanasiados
(anestesiados com mistura 1:1 v/v de cetamina 100 mg/ml e xilasina a 2% no volume de 100l
para cada 30 g de peso corporal). O sangue foi coletado por pungéo cardiaca e por pung¢do na
veia porta para analises posteriores. Os niveis séricos de colesterol foram mensurados com
equipamento portatil (Accutrend plus, Roche). O soro obtido do sangue coletado da veia porta
dos camundongos foi empregado na avaliagdo dos niveis de endotoxinas utilizando o ensaio
Limulus amebocyte lysate (LAL; kit Pierce™ LAL Chromogenic Endotoxin Quantitation. Thermo
Scientific, USA) seguindo as instru¢bes dos fabricantes. Foram mensurados 0s niveis séricos
da CRP e IL-6 utilizando kits de elisa (RayBio® Mouse CRP ELISA Kit e ELISA R&D M6000B
MOUSE L-6) seguindo as instru¢des dos fabricantes. Os niveis dos horménios (grelina (ativo),
peptideo inibidor gastrico (GIP), peptideo semelhante a glucagon 1 ativo (GLP-1), insulina,
amilina, leptina, peptideo YY (PYY), polipeptidio pancreéatico (PP) foram mensurados no soro
coletado com inibidor de protease utilizando o Kit multiplex Mouse Gut Hormone Magnetic Bead
Panel (Merck Millipore,MA,USA) seguindo as instru¢des dos fabricantes.

Figura 1. Esquema da administracao das refeicdes nos camundongos.



Tabela 1. Composicao da refeigdo liquida Ensure® (Abbott, Brasil).

Ensure em p6 Quantidade /100 ml

Valor energético 100 Kcal
Carboidratos 13g
Proteinas 3,79
Lipideos (saturados, mono e poli- 3,39
insaturados)

Fibra alimentar 10g¢g
Sadio 84mg
Célcio 105mg
Ferro 0,56mg

Potassio 157mg
Cloreto 129mg
Fosforo 63mg
Magnésio 19mg
Zinco 1,1mg
Cobre 67mcg
Manganés 0,33mg
Molibdénio 9,8mcg
Selénio 5,1mcg
Cromo 5,4mcg
lodo 15mcg
Vitamina A 105mcg
Vitamina D 1,1mcg
Vitamina E 1,9mg
Vitamina k 4,9mcg
Vitamina B1 0,19mg
Vitamina B2 0,19mg
Niacina 1,3mg
Acido pantoténico 0,98mg
Vitamina B6 0,23mg
Acido Folico 30mcg
Vitamina B12 0,35mcg
Biotina 4,2mcg
Vitamina C 13mg

colina 32mg
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3.4. Avaliacdo do tempo de esvaziamento gastrico

Quatro grupos adicionais de camundongos Swiss (n=6 por grupo) foram mantidos em
jejum por seis horas. Em seguida foi administrado por gavagem as refeicbes como descritas no
item 3.3 acrescidas de vermelho de fenol (100 ug/mL). Ap6s 15 minutos, os camundongos
foram anestesiados conforme descrito anteriormente e eutanasiados. Foram removidos 0s
estdmagos e amarrados com barbante os esfincteres. Os intestinos removidos foram divididos
em trés porc¢des (duodeno, jejuno e ileo). Cada porcado foi submetida a homogeneizacdo em
NaOH 0,01N e adicionado acido tricloroacético 20%. O homogenato foi centrifugado 1500 rpm
por 10 minutos e o sobrenadante foi transferido para placa de 96 pogos onde foi adicionado

NaOH 0,5N e em seguida foi lido absorbancia de 560nm no leitor de microplacas.

3.5. Caracterizacao do perfil lipidico plasmatico

Apods jejum 12 horas, os camundongos (n=6 por grupo) receberam por via oral, mistura
de 6leo de soja e 6leo de oliva (1:1 v/v) ou LE em volume de 10 mL/kg. ApGs 2 horas, foram
eutanasiados como descrito anteriormente, o sangue foi coletado por puncéo cardiaca e o soro
foi obtido para avaliagédo do perfil de acidos graxos por cromatografia gasosa, conforme descrito
por Moreira; e colaboradores (2017). A distribuicdo de acidos graxos foi determinada pela

comparacgéo dos tempos de retencdo de pico entre as amostras e 0s respectivos padroes.

3.6. Inducéo de obesidade por DH e tratamento dos camundongos com LE

Foram empregados 24 camundongos Swiss que apés completarem 6 semanas de idade
foram divididos inicialmente em dois grupos, onde um grupo recebeu racdo comercial (CN) e o
outro grupo recebeu dieta hiperlipidica preparada em nosso laboratério conforme a Tabela 2,
por 8 semanas. Apo6s 8 semanas, o grupo DH foi dividido em 4 grupos e mantidos
adicionalmente por mais 6 semanas, e alimentados com diferentes dietas: hiperlipidica (DH),
um alimentado com uma dieta hiperlipidica com a substituicdo de 50% da banha de porco pelo
lipideo estruturado (DH50), dieta hiperlipidica com a substituicdo de 100% da banha de porco
pelo lipideo estruturado (DH100) e, dieta hiperlipidica e tratado diariamente com 40mg/kg/dia de
Orlistat por via oral (DHORLIST) (YIMAM et al., 2016), conforme o desenho abaixo (Figura 2).

O controle de peso foi feito semanalmente durante todo o protocolo.
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Tratados por 6
semanas e pesados
semanalmente.

5 camundongos
Swiss/machos
CN

Apos 8
semanas

20 camundongos
Swiss/machos
DH
DH +ORLIS
40mg/kg/dia

Figura 2. Esquema da administragéo das dietas nos camundongos.

3.7. Glicemia basal, Teste de tolerancia a Insulina (ITT) e Teste de tolerancia oral a glicose
(GTT) nos animais magros e obesos.

Os animais magros e obesos em intervencao dietética ou farmacoldgica foram mantidos
em jejum por 6 horas. Apds, foi feita uma incisdo na cauda de cada animal para a coleta de uma
pequena gota de sangue e a determinacdo da glicemia basal utilizando glicosimetro. Para o ITT
0s animais receberam via intraperitoneal (I.P) 1,5 U/kg de insulina e os niveis glicémicos foram
avaliados apés 5, 10, 15 e 30 minutos utilizando glicosimetro. Os valores glicémicos foram
plotados e calculou-se a area sobre a curva (AUC) de cada curva glicémica obtida utilizando-se
0 programa GraphPad Instat (kITT). O ITT foi realizado na 12° semana do protocolo
experimental. No GTT, os animais foram mantidos em jejum por 6 horas e amostras de sangue
foram coletadas da cauda no (tempo 0) e em seguida foi aplicado glicose 20% (20g/kg de peso
corpoéreo) via I.P. e a glicose sérica quantificada apds 30, 60, 90 e 120 minutos. Os niveis de
glicose foram determinados utilizando-se glicosimetro e os valores obtidos foram representados
graficamente por uma curva e a AUC foi calculada segundo Pinto e colaboradores (2010).
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Tabela 2. Composicéo de macronutrientes da dieta

Composicdo DH DH50 DH100
g g g
Amido de milho 169,8 169,8 169,8
Caseina 200 200 200
Sacarose 100 100 100
Maltodextrina 132 132 132
Banha de porco 257,7 128,8 -
Oleo de soja 40 20 -
Lipideo estruturado - 128,8 297,6
Celulose 50 50 50
Mix de minerais 35 35 35
Mix de vitaminas 10 10 10
L-Cistina 3 3 3
Colina 2,5 2,5 2,5
Total 1000g 1000g 1000g

3.8. Eutanasia e determinagcdo da composi¢ao corporal animais magros e obesos

Os animais foram mantidos em jejum por 6 horas e foram anestesiados conforme
descrito anteriormente e eutanasiados. A coleta de sangue nos camundongos foi realizada por
puncdo cardiaca. O sangue foi coletado utilizando seringa sem anticoagulante. Os estoques de
tecido adiposo epididimal (TAE), inguinal (TAS), Inter escapular (TAMA), figado, musculo e
gastrocnémico, foram coletados e pesados. Os valores foram expressos como porcentagem do

peso corporal. Os tecidos foram armazenados adequadamente para andlises posteriores.
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3.9. Analises séricas realizadas nos animais magros e obesos

Foram mensurados os niveis de colesterol e triglicérides usando equipamento portatil
(Accuntrend® Plus Roche). Os niveis séricos de 25- hidroxi-vitamina D ; foram quantificados
utilizando kit de Elisa (Cayman Chemical, Michigan, USA) foi realizado segundo as instrucdes
do fabricante. Avaliacdo dos niveis de endotoxinas utilizando o ensaio Limulus amebocyte
lysate (LAL; kit Pierce™ LAL Chromogenic Endotoxin Quantitation. Thermo Scientific, USA) foi
realizado segundo as instru¢des do fabricante.

3.10. Avaliacdes hepéticas dos animais magros e obesos

Fragmentos de figado foram armazenados em formalina tamponada a 10%,
posteriormente processados e emblocados em parafina. Cortes histolégicos de 4 ym foram
corados com hematoxilina e eosina. Imagens foram capturadas utilizando microscépio 6ptico
acoplado a um sistema de captacdo de imagens e foram avaliadas através da quantificagdo em
144 pontos sobrepostos na imagem. A avaliacéo foi feita de acordo com Turlin e colaboradores
(2001), usando uma escala de 5 graus: Grau 0 (G0), sem ou esteatose minima, GO 5%; Grau 1
(G1), 5% =< G1 25%; Grau 2 (G2), 25% < G2 50%; Grau 3 (G3), 50% < G3 75%; e Grau 4 (G4),
75% < G4 < 100%. A fragao lipidica do figado foi extraida pelo método de Folch (FOLCH; LEES;
SLOANE STANLEY, 1957) e quantificada por gravimetria. Os niveis teciduais de colesterol total
(CT) e triglicérides (TG) foram determinados por kits colorimétricos comerciais (Laborlab, SP,

Brasil) e os resultados foram expressos em mg/dL.

3.11. Anélise quantitativa de DNA bacteriano em fezes por q-PCR dos animais magros e

obesos

O DNA foi extraido a partir de amostras fecais de cerca de 200 mg usando o kit QlAamp
Fast DNA Stool Mini (QIAGEN, Hilden, Alemanha) de acordo com as recomendacfes do
fabricante. As amostras de DNA foram armazenadas a -20° C. Os ensaios foram realizados no
Sistema 7300 Real-Time (Applyed Biosystems) usando o SYBR Green-Power PCR (Thermo
Fisher Scientific). Os valores de Cts obtidos com o emprego dos primers denominados
firmicutes e bacteroidetes (Tabela 2) foram comparados a uma curva padrédo de CTs obtidas
com concentracdes conhecidas de DNA extraido das cepas: Clostridium perfringens (ATCC
13124) e Bacteroides fragilis (ATCC 25285), respectivamente (GUO et al., 2008; NADKARNI et
al., 2002).
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3.12. Expressdo génica em amostras de tecidos através de gRT-PCR nos animais magros

e obesos

Amostras dos figados e intestino foram armazenadas a seco no freezer -80°C até o
momento da extracdo do RNA. A extracdo de RNA foi feita utilizando Trizol® (Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA). Apés a extracdo, RNA foi usado para a sintese do cDNA
usando o High Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). A
andlise de expressao dos genes e do gene constitutivo 18S foram realizados por meio de PCR
em tempo real, utilizando-se 0 SYBR® Green-Power PCR (Thermo Fisher Scientific). As
amostras foram amplificadas no equipamento 7300 Real-Time (Applied Biosystems). Os
experimentos foram feitos em duplicata. Os valores foram calculados empregando o método 2°

A44Ct Os primers utilizados estéo apresentados na Tabela 3.

3.13. Avaliacdo da atividade inflamatdria do tecido intestinal nos animais magros e

obesos

Andlise da atividade mieloperoxidase foi realizada em amostras de célon. As amostras
de coélon foram homogeneizadas em 0,5% (peso:volume) de brometo de
hexadeciltrimetilamoénio em tampéo fosfato de potassio 50 mmol (pH 6,0). Para o ensaio de
mieloperoxidase, 50 uL de cada homogenato foi adicionado a 200 uL de solugdo de o-
dianisidina (0,167 mg / mL de dicloridrato de o-dianisidina e 0,0005% de peréxido de hidrogénio
em tampéo fosfato 50 mmol / L (pH 6,0). A reacao foi lida imediatamente em 460 nm por um
periodo de 3 min utilizando um leitor de microplacas (Multiscan MS, Labsystems) (KRAWISZ;

SHARON; STENSON, 1984).



Tabela 3. Sequéncia dos primers utilizados
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Gene Primer Sequéncia 5> 3’
IL-18 SENSE GGGTCAAACAGCAACTCCATCTTA
ANTISENSE AAACAGATGAAGTGCTCCTTCCAGG
IL-6 SENSE TCTCTGGGAAATCGTGGAA
ANTISENSE TTCTGCAAGTGCATCATCG
CD36 SENSE GAACCACTGCTTTCAAAAACTGG
ANTISENSE GTCCTG AGTTAT ATTTTCCTTGG
FATP2 SENSE CGG CCC AGG ATG TCATCT AT
ANTISENSE AAA GCT AAAGTAGCC CCAACCA
FATP5 SENSE TGGGCAGAAGCATACCAGCAT
ANTISENSE GCCGTGACTTTACCAGCT TGT
TNF-a SENSE TAG CCA GGA GGG AGA ACA GA
ANTISENSE TTT TCT GGA GGG AGA TGT GG
TLR4 SENSE GCT TTC ACC TCT GCC TTC AC
ANTISENSE GCG ATACAATTC CACCTGCT
18 S SENSE AAA CGG CTA CCA CAT CCA AG
ANTISENSE CAA TTA CAG GGC CTC GAA AG
Firmicutes- SENSE GGAGYATGTGGTTTAATTCGAAGCA
16S ANTISENSE AGCTGACGACAACCATGCAC
Bacteroidetes- SENSE GGARCATGTGGTTTAATTCGATGAT
16S ANTISENSE AGCTGACGACAACCATGCAG
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3.14. Andlise estatistica dos resultados

Os resultados foram expressos na forma de média e seu respectivo erro padréo da
média (EPM). As diferencas estatisticamente significativas foram determinadas usando Analise
de Variancia (ANOVA) seguida pelo seguida de teste de Dunnett para comparac6es multiplas e
Kruskal-Wallis para dados n&o-paramétricos. Valores de p <0,05 foram considerados
significativos.

4. RESULTADOS

4.1. Teste de tolerancia oral a refeicao e para@metros avaliados TG e Glicose

As concentragbes maximas de triglicérides poés-prandiais apos as refeicbes foram
atingidas no tempo de 2 horas (Figura 3A.). Por outro lado, observamos que AUC foram
significativamente menores para as refeicdes contendo LE e OSC quando comparada a que
continha O/S (Figura 3C.). Assim como a AUC foi significativa maior quando as refeicbes
hiperlipidicas foram comparadas ao grupo ENS (normolipidica). Ja as concentra¢cdes maximas
de glicose pdés-prandiais foram atingidas no tempo de 0,5 (Figura 3B). Nao houve diferencas

significativas nos valores da AUC de glicose entre as refei¢cdes Figura 3D).
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Figura 3. Niveis de triglicérides e de glicose pos-prandiais apés administracdo oral de uma
refeicdo contendo Ensure® (ENS), refeicdo contendo Ensure® e 15% de mistura de 6leo de
soja e Oleo de oliva (O/S), refeicdo contendo Ensure® e 15% de lipidio estruturado (LE),
refeicdo contendo Ensure® e 15% de uma mistura de oleo de oliva/dleo de soja/éleo de crambe
totalmente hidrogenado (OSC). Curvas de triglicérides séricas (A) e AUC obtida (C). Curvas de
glicose séricas (B) e AUC obtida (D). * p <0,05 quando comparado ao grupo ENS. # p <0,05
guando em comparagdo com o grupo O/S (n = 6/grupo).

4.2. Niveis séricos de colesterol

Os niveis séricos de colesterol avaliados apds 2 horas da administragdo das refeicdes

ndo apresentaram diferencas entre os grupos experimentais (Figura 4).
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Figura 4. Niveis de colesterol pds-prandiais apds 2 h da administracdo oral de uma refeicdo
contendo Ensure® (ENS), refeicdo contendo Ensure® e 15% de mistura de éleo de soja e 6leo
de oliva (O/S), refei¢cdo contendo Ensure® e 15% de lipidio estruturado (LE), refeicdo contendo
Ensure® e 15% de uma mistura de oleo de oliva/6leo de soja/éleo de crambe totalmente
hidrogenado (OSC).

4.3. Niveis séricos de IL-6, CRP e LPS

Os marcadores da inflamagéo IL-6 e CRP foram avaliados 2 horas ap6s a administracao
das refei¢cOes e apresentaram valores significativamente menores nos grupos LE e OSC quando
comparado ao grupo O/S (Figura 5A e 5B). Ja os niveis séricos de LPS apresentou-se valor
significativamente menor somente no grupo LE (Figura 5C) quando comparado ao grupo O/S. O

valor do grupo O/S foi significativamente maior quando comparado ao grupo ENS (Figura 5C).
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Figura 5. Marcadores de inflamacao pés-prandial apés 2h da administracdo oral de uma
refeicdo contendo Ensure® (ENS), refeicdo contendo Ensure® e 15% de mistura de éleo de
soja e 6leo de oliva (O/S), refeicdo contendo Ensure® e 15% de lipidio estruturado (LE),
refeicdo contendo Ensure® e 15% de uma mistura de oleo de oliva/6leo de soja/éleo de crambe
totalmente hidrogenado (OSC). Niveis séricos de IL-6 (A), nivel plasmatico de proteina C reativa
(B), endotoxemia (C). * p <0,05 quando comparado ao grupo ENS (n = 6 / grupo). # p <0,05
guando comparado com o grupo O/S (n = 6 / grupo).

4.4. Niveis séricos de hormonios intestinais e pancreaticos

A insulina apresentou valor significativamente menor no grupo LE em relacdo ao grupo
O/S (Figura 6F) e a leptina estava significativamente menor para o grupo O/S em relacdo ao
grupo ENS (Figura 6H). A quantificacdo dos demais hormonios ndo apresentaram diferencas
significativas entre os grupos (Figura 6A-E, 6G).
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Figura 6. Niveis séricos pos-prandiais de hormdnios pancreéticos e intestinais ap6s 2h da
administracdo oral de uma refeicdo contendo Ensure® (ENS), refeicdo contendo Ensure® e
15% de mistura de Oleo de soja e 6leo de oliva (O/S), refeicdo contendo Ensure® e 15% de
lipidio estruturado (LE), refeicdo contendo Ensure® e 15% de uma mistura de oleo de oliva/dleo
de soja/6leo de crambe totalmente hidrogenado (OSC). *p <0,05 quando comparado ao grupo
ensure, # p <0,05 quando comparado ao grupo O/S(n = 6 / grupo).

4.5. Avaliacdo do tempo de esvaziamento géastrico

O tempo do esvaziamento gastrico registrado com o uso das refeicdes acrescidas de

vermelho de fenol revelou que ndo ha diferengas significativas entre os grupos (Figura 7).



37

80+
[J ESTOMAGO

8 ol als [ DUODENO
s | x 3 JEJUNO
g Bl iLEO
o 401
IS
8
3
7 204 ﬂ ﬂ
L
°

AL Mool nlu

Q§6 O\% \foo%() ({/é% O\% <& %0 $6 O\"O < %O %6 o\%

Figura 7. Esvaziamento gastrico ap6s a administracdo oral de uma refeicdo contendo
Ensure® (ENS), refeicdo contendo Ensure® e 15% de mistura de 6leo de soja e 6leo de oliva
(O/S), refeicao contendo Ensure® e 15% de lipidio estruturado (LE), refeicdo contendo Ensure®
e 15% de uma mistura de 6leo de oliva/6leo de soja/6leo de crambe totalmente hidrogenado
(OSC).

4.6. Perfil qualitativo de acidos graxos livres no soro

Apb6s a administracdo oral de uma mistura de O/S e LE foi possivel detectar a presenca
de acido behénico sérico em 3 das 4 amostras. Os niveis dos demais acidos graxos livres ndo

foram modificados no soro dos animais como mostra a Tabela 4.
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Tabela 4. Perfil qualitativo de &cidos graxos séricos 2 h apds a administracdo de uma carga de
Oleo soja/oliva (S/O) e de lipideo estruturado (LE) em camundongos.

Acido graxo (%) S/0 (%) LE (%)
C16:0 Palmitico 25.8+1.8 24.8+1.7
Cle:1 Palmitoleico 2.1+0.1 2.3+0.2
C18:0 Esteéarico 10.1+0.6 11.3+0.5
Ci8:1 Oleico 27.0+2.2 27.8+1.6
C18:2 Linoleico 25.9+£1.0 24.8+0.6
C18:3 Linolénico 1.1+0.1 1.0+0.1
C20:4 Araquiddnico (AA) 6.5+1.4 6.0+£0.9
C22:0 Behénico N.D 0.9+0.3*
C22:6 Docosahexaenoico (DHA) 1.3+0.5 1.1+0.3

Os dados séo apresentados como média + SEM de 4 amostras.

N.D = ndo detectado. * detectado em 3 de 4 amostras.

4.7. Efeito emagrecedor do LE versus o farmaco Orlistat em animais obesos

Durante 8 semanas de ingestao de dieta hiperlipidica formulada com banha de porco
como a principal fonte de lipidios, os camundongos apresentaram valores significativamente
maiores de peso corporal quando comparados aos animais do grupo CN (Figura 8A). Apds as 6
semanas de intervengdes dietéticas ou farmacoldgica, observou-se que apenas o grupo

DHORLIST apresentou peso corporal final menor quando comparado ao grupo DH (Figura 8B).
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Figura 8. Peso corporal dos animais durante as 14 semanas de protocolo (A) e peso final
corporal (B) dos animais alimentados com racdo comercial (CN), dieta hiperlipidica (DH), dieta
hiperlipidica contendo 50% de LE (DH50), dieta hiperlipidica contendo 100% de LE (DH100) e
dieta hiperlipidica tratados com Orlistat (DHORLIST) durante as 6 semanas finais (intervencao).
* p <0,05 quando comparado ao grupo CN (n= 5/ grupo). # p <0,05 quando comparado ao
grupo DH (n= 5/ grupo).

4.8. Composicgao corporal final

A pesagem de diferentes estoques de tecido adiposo, do musculo gastrocnémio e do
figado foi empregada como forma de avaliar a composicao corporal final dos animais. Pode-se
notar que somente os animais do grupo DHORLIST apresentaram valores significativos
menores nos tecidos TAE e TAS quando comparacao ao grupo DH. Também as analises do
peso dos figados apresentaram valores significativamente menores nos grupos DH100 e
DHORLIST quando comparados ao grupo DH. O figado, TAE e TAS do DH apresentaram

valores significativamente maiores quando comparado ao CN (Figura 9).
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Figura 9. Pesos dos tecidos dos animais alimentados com racdo comercial (CN), dieta
hiperlipidica (DH), dieta hiperlipidica contendo 50% de LE (DH50), dieta hiperlipidica contendo
100% de LE (DH100) e dieta hiperlipidica tratados com Orlistat (DHORLIST) durante as 6
semanas de intervencdo. * p <0,05 quando comparado ao grupo CN (n= 5/ grupo). # p <0,05

gquando comparado ao grupo DH (n= 5/ grupo).

4.9. Homeostasia glicémica

A Figura 10A mostra que os valores glicémicos de jejum para os grupos DH50, DH100 e
DHORLIST estavam reduzidos quando comparado ao grupo DH. No grupo DH o valor glicémico
registrado foi significativamente maior quando comparado ao CN. Apds a administracdo de
insulina, o decaimento dos niveis glicémicos gerou curvas com valores da AUC menores nos
grupos DH50, DH100 e DHORLIST quando comparado ao grupo DH. Bem com o
estabelecimento da obesidade tornou o valor glicémico significativamente maior no grupo DH
guando comparado ao grupo CN (Figura 10B). No entanto, no teste de tolerancia a glicose foi
observado valor significativamente menor da AUC apenas para grupo DHORLIST quando
comparado ao DH. O grupo DH apresentou valor significativamente maior da AUC quando

comparado ao grupo CN (Figura 10C).
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Figura 10. Glicemia basal (A), Area sobre a curva (AUC) calculada nas curvas glicémicas
durante o teste de tolerancia a insulina (ITT; B) e AUC calculada nas curvas glicémicas durante
o teste de tolerancia a glicose (GTT, C), dos animais alimentados com ra¢cdo comercial (CN),
dieta hiperlipidica (DH), dieta hiperlipidica contendo 50% de LE (DH50), dieta hiperlipidica
contendo 100% de LE (DH100) e dieta hiperlipidica tratados com orlistat (DHORLIST) durante
as 6 semanas de intervencdo. * p<0,05 quando comparado ao grupo CN e # p<0,05 quando
comparado ao DH.

4.10. Niveis de TG e colesterol sérico

Os niveis séricos de triglicérides dos grupos DH50, DH100 e DHORLIST apresentaram

valores significativamente menores quando comparado ao grupo do grupo DH (Figura 12A).
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Enquanto o valor de colesterol apresentou diferenca significativamente maior apenas para ao
grupo DH quando comparado ao grupo CN. (Figura 11B.)
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Figura 11. Niveis de TG e colesterol séricos dos animais alimentados com racdo comercial
(CN), dieta hiperlipidica (DH), dieta hiperlipidica contendo 50% de LE (DH50), dieta hiperlipidica
contendo 100% de LE (DH100) e dieta hiperlipidica tratados com orlistat (DHORLIST) durante
as 6 semanas de intervencédo. * p<0,05 quando comparado ao grupo CN e # p<0,05 quando
comparado ao DH.

4.11. Niveis séricos de vitamina D3

Os niveis de vitamina D séricos quantificados nos grupos DH50 E DH100 foram
significativos menores quando comparado ao DH. Nao houve diferenca entre os grupo DH,
DHORLIST e grupo CN (Figura 12).
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Figura 12. Avaliagdo dos niveis de vitamina D3 do soro dos animais alimentados com ragao
comercial (CN), dieta hiperlipidica (DH), dieta hiperlipidica contendo 50% de LE (DH50), dieta
hiperlipidica contendo 100% de LE (DH100) e dieta hiperlipidica tratados com orlistat
(DHORLIST) durante as 6 semanas de intervencao. # p<0,05 quando comparado ao grupo DH .

4.12. Avaliacéo do nivel sérico de endotoxina

Camundongos alimentados com DH apresentaram valores significativamente maiores
nos niveis séricos de endotoxina (LPS) quando comparado ao grupo CN. No entanto, o grupo
DH100 apresentou valor significativamente menor quando comparados ao grupo DH. O grupo
DHORLIST também apresentou valor significativamente menor quando comparados ao grupo
DH (Figura 13).
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Figura 13. Avaliacdo dos niveis séricos de endotoxina nos animais alimentados com racao
comercial (CN), dieta hiperlipidica (DH), dieta hiperlipidica contendo 50% de LE (DH50), dieta
hiperlipidica contendo 100% de LE (DH100) e dieta hiperlipidica tratados com orlistat
(DHORLIST) durante as 6 semanas de intervengéo. * p<0,05 quando comparado ao grupo CN e
# p<0,05 quando comparado ao DH.

4.13. AvaliagGes hepéticas

As andlises da presenca de micro e macro esteatose nos cortes histolégicos de figado
revelam que a obesidade aumenta de maneira significativa estes achados (Figura 14). Os
grupos DH100 e DHORLIST apresentaram reducdes nas porcentagem de micro e macro
esteatose no figado quando comparados ao grupo DH (Figura 15 A e B). A quantificacdo
hepatica dos lipideos totais mostrou que estes estavam significativamente reduzidos nos grupos
DH100 e DHORLIST (Figura 16A), enquanto a quantificacdo de colesterol mostrou que ndo
havia diferenca entre os grupos (Figura 16B). Os triglicérides hepéticos estavam reduzidos
apenas no grupo DHORLIST quando comparado ao grupo DH (Figura 16C). A avaliacdo da
expressao hepatica de genes relacionados a inflamagéo como IL1 foi significativamente menor
para grupo DH100 quando comparado DH. A IL-6 foi significativamente menos expressa nos
grupos DH50 e DH100 quando comparado ao DH. O TNFa foi significativamente menos
expresso no grupo DH50, DH100 e DHORLIST quando comparado DH (Figura 17). Também as
expressdes génicas para receptor TLR4 e transportador CD36 foram significativamente
menores para o0s grupos DH50, DH100 e DHORLIST quando comparado ao DH. As
expressdes dos genes IL1B, IL-6 ,TNFa, CD36 e TLR4 estavam aumentadas no grupo DH
quando comparado ao grupo CN. Enquanto a expressdo dos genes FATP2 e FATP5 néo diferiu

entre os grupos (Figura 17).
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Figura 14. Cortes histolégicos de figado obtidos de animais alimentados com racao
comercial CN (A), dieta hiperlipidica (B), dieta hiperlipidica contendo 50% de LE (C), dieta
hiperlipidica contendo 100% de LE (D) e dieta hiperlipidica tratados com orlistat (E) durante as 6
semanas de intervencdo. As setas: na parte superior indica macroesteatose e a seta na parte
inferior indica microesteatose (B) . Seccdes hepaticas de 4,0 um, Ampliacdo 20x. Escala 200
um
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Figura 15. Quantificacdo de macro (A) e microesteatose (B) em figados dos animais
alimentados com racao comercial (CN), dieta hiperlipidica (DH), dieta hiperlipidica contendo
50% de LE (DH50), dieta hiperlipidica contendo 100% de LE (DH100) e dieta hiperlipidica
tratados com orlistat (DHORLIST) durante as 6 semanas de intervengdo. * p<0,05 quando
comparado ao grupo DH.
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Figura 16. Contetdo hepatico de lipideos totais (A), colesterol total (B) e triglicérides (TG; C)
nos animais alimentados com racéo comercial (CN), dieta hiperlipidica (DH), dieta hiperlipidica
contendo 50% de LE (DH50), dieta hiperlipidica contendo 100% de LE (DH100) e dieta
hiperlipidica tratados com orlistat (DHORLIST) durante as 6 semanas de intervencao. * p<0,05
quando comparado ao grupo CN e # p<0,05 quando comparado ao DH.
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Figura 17. Avaliacdo da expressao génica no figado para IL1B, IL-6, TNFa, TLR4, CD36,
FATP2 e FATP5 dos grupos alimentados com racdo comercial (CN), dieta hiperlipidica (DH),
dieta hiperlipidica contendo 50% de LE (DH50), dieta hiperlipidica contendo 100% de LE
(DH100) e dieta hiperlipidica tratados com orlistat (DHORLIST) durante as 6 semanas de
intervencgéo. * p <0,05 quando comparado o grupo CN e # p <0,05 quando comparado ao grupo
DH.

4.14. Andlise quantitativa de DNA bacteriano em fezes

A expressdo quantitativa de DNA especifico de Firmicutes e Bacteroidetes foi avaliada
em amostras de fezes. Notou-se um aumento significativo para ambos filos nos grupos DH50,
DH100 e DHORLIST quando comparado ao DH. Nota-se também um valor significativamente
menor da quantidade de bacteroidetes nos grupo DH quando comparado CN (Figura 18 A e B).
A avaliacdo da atividade da MPO nos col6n dos grupos DH50, DH100 e DHORLIST né&o foram

diferentes entre os grupos (Figura 19).



49

A B
0.84
0.8+ O o # O CN
8 “ s DH
§ o5 : 8:50 B oo @ DHSO
o > # @@ DH100
£ o4 B DH100 3 04 1 DHORLIST
z 03 DHORLIST 2
P
a 2 0.2 %
o 0.24 <
o
0.04
0.0-
C
052 3 CN
@l DH
0.44 @@ DH50
& DH100

3 DHORLIST

L
[
(@]
<
m
=
o
Lo

Figura 18. Expressdo quantitativa de DNA do Firmicutes (A), Bacteroidetes (B) e razado
Firmicutes:Bacteroidetes (C) nas fezes dos grupos alimentados com ragdo comercial (CN), dieta
hiperlipidica (DH), dieta hiperlipidica contendo 50% de LE (DH50), dieta hiperlipidica contendo
100% de LE (DH100) e dieta hiperlipidica tratados com orlistat (DHORLIST) durante as 6
semanas de intervencdo. * p <0,05 quando comparado o grupo CN e # p <0,05 quando
comparado ao grupo DH.
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Figura 19. Atividade da mieloperoxidase no colon dos grupos alimentados com racao
comercial (CN), dieta hiperlipidica (DH), dieta hiperlipidica contendo 50% de LE (DH50), dieta
hiperlipidica contendo 100% de LE (DH100) e dieta hiperlipidica tratados com orlistat
(DHORLIST) durante as 6 semanas de intervencao.
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5. DISCUSSAO

Embora a dieta, a atividade fisica e as modificagbes comportamentais sejam os pilares
do controle de peso, a perda de peso obtida apenas por modificagbes no estilo de vida é
limitada e dificil de manter (SAUNDERS et al., 2018). Deste modo, a busca por novos produtos
dietéticos com potencial para auxiliar a perda ou controle de peso tem merecido destaque no
cenario cientifico. Neste contexto, temos os LE com baixo valor calérico. Neste trabalho
avaliamos a capacidade de um LE contendo &acido behénico frente a duas situagbes: na

inflamacao po6s-prandial e como emagrecedor quando consumido a longo prazo.

Observamos pos-prandialmente uma menor concentracdo de triglicérides no plasma dos
animais que ingeriram o LE, sugerindo que a presenca de acido behénico é capaz de reduzir a
absorcéo intestinal de triglicerides. A capacidade do acido behénico para inibir a absorgdo
intestinal de gorduras foi demonstrada em dados anteriores de consumo de dieta hiperlipidica
contendo lipidios estruturados com acido behénico nas posi¢des sn-1,3 (KANJILAL et al., 2013;
KOJIMA et al., 2010; MOREIRA, et al., 2017). A absor¢éo de glicose néo foi influenciada por
diferentes acidos graxos das refeicdes. A liberacdo de insulina foi reduzida quando LE foi
adicionado a refeicdo, o que sugere diferencas na sinalizagdo pancreética iniciada por acidos
graxos absorvidos ou pela producgdo de incretina intestinal. Nao ha relatos na literatura de um
possivel efeito do &cido behénico sobre a producdo de incretinas intestinais e pudemos
observar que ndo ha alteracdo significativa nos niveis séricos de incretinas GLP-1 e GIP no
tempo de 2 horas (T2) da administragcdo das refei¢bes contendo ou ndo acido behénico. Nossa
primeira tese é que, ao diminuir a taxa de lipdlise dos triglicérides da dieta, o acido behénico
causa uma reducdo na sua absorcdo e na quantidade de insulina secretada, uma vez que nao
foram observadas alteragfes nos niveis séricos de incretinas. A quantidade de insulina
secretada no T2 para camundongos que receberam uma refeicdo de OSC néo foi diferente dos
camundongos que receberam uma refeicdo de O/S ou uma refeicdo normolipidica. O perfil da
curva sérica de triglicérides obtida dos camundongos apds a ingestao da refeicdo OSC mostrou
que a concentracdo maxima (Cmax) foi alcangada ap6s 1 hora (T1) ao invés de T2 como
observado nos grupos (O/S, LE). Isso pode explicar a mudanca observada na secrecdo de
insulina e pode indicar que o processo de interesterificagdo também modifica a cinética de
absorcdo de lipidios e a resposta endécrina a ela. Em trabalho anterior com camundongos
alimentados com DH a longo prazo com LE, a andlise no figado n&o indicou a presenca de

acido behénico que foi encontrado apenas nas fezes (MOREIRA, et al., 2017), sugerindo que o
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acido behénico nado fosse absorvido pelo intestino. Esta afirmacao € encontrada em diversos
relatos da literatura onde o teste de behenato é usado para avaliar a absor¢cdo de gordura,
porque o &cido behénico € um lipidio ndo absorvivel (DORSEY et al., 2010). Mas, em alguns
estudos de administracdo em curto prazo de Caprenin® ou 1(3)-beenocil-2,3 (1) -dioleoil-
racglicerol em ratos, os autores evidenciaram alguma absorcao de acido behénico (KOJIMA et
al., 2010; WEBB,; SANDERS, 1991). Uma andlise qualitativa realizada em amostras de soro
evidenciou a presenca do acido behénico apés T2 de carga oral de LE indicando absor¢éo
intestinal. N&o hé relatos sobre um possivel efeito direto do acido behénico nas fungbes das
células B, mas um unico relato indica niveis plasmaticos reduzidos para VLCFA saturados como
acido behénico e lignocerico em pacientes com sindrome metabdlica em comparacdo com
voluntérios saudaveis (YAMAZAKI et al.,, 2014). O tipo de lipidio influencia a liberacdo de
insulina pos-prandial, porque refeicbes formuladas com &cido oleico ou acidos graxos
poliinsaturados n-3 (PUFAs) induzem menor liberagdo de insulina do que as refeicdes
formuladas com &acido palmitico, confirmando os efeitos deletérios do palmitato na célula B,
além de seus efeitos na resposta inflamatéria pés-prandial (BERMUDEZ et al., 2014; SHAH et
al., 2007). O esvaziamento gastrico também pode ser um fator interferente nas alteracdes
absortivas. Refeicdo rica em n-3 PUFA em contraste com a refeicdo rica em acidos graxos
monoinsaturados (MUFA) foi capaz de induzir a reducéo a resposta ao GLP-1 (ROBERTSON et
al., 2002). N&o foi registrado quaisquer alteragcdes nos niveis de GLP-1 em nosso experimento,
nem na velocidade do esvaziamento gastrico, como demonstrada pela permanéncia do
vermelho de fenol no estémago apds diferentes refeicdes com alto teor de gordura. Horménios
gastrointestinais adicionais como grelina, PYY, PP e amilina ndo foram alterados pela
administracdo de refeicbes com alto teor de gordura. Apenas a leptina demonstrou uma
tendéncia a reducdo apés as refeicdes contendo acido behénico, bem como os niveis
plasmaticos foram diferentes na dieta com baixo teor de gordura versus a de alto teor de
gordura. Um estudo mostrou que a leptina sérica foi reduzida entre 3 e 6 horas pos-prandial
depois da ingestdo de diferentes refeicbes com alto teor de gordura, independente da
composi¢cdo do 4cido graxo em comparagdo com 0s niveis basais em mulheres com peso
normal (NARVERUD et al., 2016). Anteriormente, Romon et al. relataram que, em ambos o0s
sexos, a resposta da leptina foi maior apds a refeicdo com carboidrato do que apos a refeigdo
com gorduras e durante o jejum, sem que isso fosse traduzido em avaliacGes alteradas de fome
e saciedade ou ingestdo subsequente de energia (ROMON et al.,, 1999). Nossos resultados
mostraram que a absor¢do de LPS foi reduzida apés uma refeicdo de LE quando comparado ao

grupo O/S. Os niveis séricos de IL-6 foram mantidos no mesmo nivel do controle com baixo teor
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de gordura, sugerindo uma diminuigdo na endotoxemia e na resposta inflamatdéria pés-prandial.
Curiosamente, quando a refeicdo rica em gordura compreendia OSC, a endotoxemia foi
observada apesar da reducdo na absorcdo de triglicérides. Os quilomicrons tém uma alta
afinidade pelos LPSs, e tém um papel na absor¢cdo da gordura pos-prandial e do LPS do
intestino (GHOSHAL et al., 2009), pois esse processo de absor¢cdo € provavelmente mais
dependente da quantidade e estrutura da gordura (VORS et al., 2017; VORS et al., 2015) do
gue da alteracdo da permeabilidade intestinal (GNAUCK; LENTLE; KRUGER, 2015) ou do
estado metabdlico (VORS et al., 2017; VORS et al., 2015). Em nosso protocolo, a quantidade
de lipidio administrada foi a mesma em todos 0s grupos, e apenas o lipidio estruturado resultou
em menor endotoxemia. Portanto, nossa tese € de que a interesterificagdo enzimética modifica
as caracteristicas fisicas da mistura de 6leos, transformando uma mistura heterogénea em uma
homogénea e também gera estruturas fisicamente diferentes que reduzem a absorcéo de LPS

intestinal.

Animais que se tornaram obesos pelo consumo da dieta hiperlipidica por 8 semanas e
passaram a consumir uma dieta com DH50 ou DH100 de lipideo estruturado contendo acido
behénico por 6 semanas ndo apresentaram perda de peso ou reducdo de adiposidade. J& os
animais que continuaram a ser alimentados com a DH e tratados com o farmaco Orlistat
perderam peso. Clinicamente, o excesso de peso esta ligado a um risco aumentado de Vvérios
problemas de saude e a perda de uma pequena quantidade de peso, cerca de 5% ou 10% do
peso corporal total, pode reduzir ou reverter esse risco. Apenas o tratamento com orlistat foi
capaz de atingir esse objetivo de perda de peso, reduzindo em quase 5% do peso corporal dos
camundongos. Foi demonstrado anteriormente que uma DH com 100% de lipidio estruturado
impediu 0 ganho de peso nos camundongo (MOREIRA, et al.; 2017). Mas ndo foi capaz de

induzir a perda de peso apos o estabelecimento da obesidade no presente estudo.

A analise da composicéo corporal indicou uma reducao significativa no peso do figado
no grupo DH100 e também no grupo orlistat, assim como também diminuicdo de estoques de
tecido adiposo no grupo orlistat. A escolha da dose do orlistat foi baseada em dados da
literatura que demonstram resultados compativeis com o0s observados neste trabalho (YIMAM,
et al., 2017). A avaliacdo metabdlica dos animais revelou que apesar da manutencdo da
obesidade, os camundongos alimentados com a DH100 apresentaram melhora do controle
glicémico, com variagBes glicémicas menores apdés a administracdo de uma sobrecarga de
glicose e um decaimento da glicemia mais acentuado ap0s a administragdo de insulina. Um

estudo revelou que niveis séricos aumentados de acido behénico estavam relacionados a um
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baixo risco de diabetes em individuos idosos (FOROUHI et al., 2014; LEMAITRE et al., 2015)
embora estes mesmos trabalhos indiguem a necessidade de estudos mais aprofundados sobre
a funcéo destes e da participacdo da dieta ou da sintese enddégena na alteracao dos niveis de
VLCFA observados. Outro relato aponta que em ensaios in silico, os acidos graxos livres
saturados, como &cido esteérico, palmitico, miristico e behénico, reduziram marcadamente a
atividade da proteina tirosina fosfatase 1B (PTP1B) (SHIBATA et al, 2013). A PTP1B
desempenha um papel importante na regulagdo negativa da via de transducdo do sinal da
insulina e tem emergido como uma nova estratégia terapéutica para o tratamento do diabetes
tipo 2 (TAMRAKAR; MAURYA; RAI, 2014). O tratamento com orlistat também resultou em
melhora do controle glicémico. Niveis de triglicérides no soro de jejum foram reduzidos em
todos os grupos, porem niveis séricos de colesterol em jejum n&o apresentaram alteracdes.
Isso corrobora com dados do primeiro protocolo. Uma reducéo significativa nos niveis séricos
de endotoxina foi registrada no grupo DH100 e DHORLIST. Evidéncias também sugerem que o
tipo de dietas ricas em acido graxo saturado ou 4cido graxo insaturado tem sido associadas a
reducdes ou aumento das endotoxinas na resposta inflamatéria pés-prandial (LOPEZ-MORENO
et al., 2017). Em outro estudo foi demostrado que o consumo de amendoim rico em acido oléico
reduz a endotoxina sérica em homens saudaveis em comparacdo com O consumo de
amendoim padrdao (MOREIRA, et al., 2016). O LPS é um estimulo potente do complexo
receptor-diferenciacdo mieloide-2/receptores toll-like 4 (MD-2-TLR4) expresso em hepatdcitos
(SHARIFNIA et al., 2015), em células de Kupffer (KCs) (XU et al., 2008) e em células hepéticas
estreladas (PAIK et al., 2003), levando a translocacdo de NF-kB para o nucleo e a expressao de
citocinas inflamatdrias. A boca e colon séo fontes ricas de LPS no trato gastrointestinal e a
translocacdo para o sangue pode ocorrer frequentemente pela via linfatica do intestino delgado,
junto com lipidios ricos em triglicerideos (quilomicrons e outros) (GHOSHAL et al., 2009)
guando a permeabilidade intestinal aumenta (ERRIDGE, 2011; VAN DEVENTER et al., 1988).
Nossa tese € que a reducdo da absorcéo de triglicérides pela inibicdo da lipase pancreatica ou
por alteracdes estruturais nos quilomicrons promovidos pela presenca de acido behénico como
ja discutido anteriormente, reduz a absorcao de LPS resultando em diminuicdo da sinalizacéo
inflamatdria hepatica, ativado pela via de NF-kB, e diminuicdo na expresséo génica de citocinas.
Assim, pudemos ver que a expressao génica de TLR-4 e de citocinas inflamatérias foi reduzida
no figado. Clinicamente, a DHGNA ¢é considerada um precursor da sindrome metabdlica
(LONARDO et al., 2015) e a elevagéo da atividade do NF-kB e produgéo de TNF-a nas células
hepaticas estdo associadas a resisténcia insulinica (ARKAN et al., 2005; TILG,

2010). Também houve uma reducédo da absorcdo da vitamina D em todos grupos, menos no
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grupo DHORLIST. Em um estudo clinico com farmaco orlistat foi necessaria suplementar a
vitamina D para os pacientes em comparacdo com o0s pacientes tratados com placebo (FINER
et al., 2000; HOLLANDER et al., 1998). Neste caso, nosso lipidio estruturado néo foi diferente
do orlistat. Avaliagbes morfolégicas do figado evidenciaram a presenca de macro e micro
esteatose no grupo tratado com DH e os grupos DH100 e DHORLIST tiveram diminuig&o destas
alteracdes. Isso indica que essas dietas melhoram a esteatose hepética. Bidpsias hepaticas do
grupo DHORLIST e DH100 apresentam uma quantidade reduzida de lipideos totais. Entretanto,
o conteudo de colesterol ndo foi reduzido e o conteudo de triglicerideos foi reduzido de forma
significativa somente no grupo Orlistat. Portanto uma importante funcdo dos lipideos
estruturados é fornecer acidos graxos essenciais, como o 4cido linoleico (18:2n-6)
e linolénico (18:3n-3) que sado encontrados em Oleos vegetais comoo Oleo de soja e
azeite. Esses acidos graxos sdo essenciais para o crescimento e desenvolvimento ao longo do
ciclo de vida humano, bem como para a promocdo de melhorias na saude (MOREIRA;
SANTOS; et al., 2017). Outro estudo mostrou que dieta rica em AGIS, independentemente da
série (n-3) ou (n-6), diminui significativamente os niveis séricos de lipidios e lipoproteinas
(ZHAO et al., 2004). A expressao génica das citocinas inflamatérias IL-6 e TNF-a, assim como o
receptor Toll-like-4 (TLR-4) que estdo aumentados em camundongos obesos (grupo DH) foi
reduzida nas amostras do figado de todos os grupos. A reducéo da expresséo génica de IL-1
foi observada apenas no grupo DH100 em comparacdo com DH. Resultado semelhante foi
observado por Monfort e Quintanilha que ingestdo de alimentos ricos em gordura saturada foi
capaz de aumentar a expressdo de moléculas pré-inflamatério, tais como IL-6, TNF-q, IL-18 e
TLR-4 (MONFORT-PIRES et al., 2018; QUINTANILHA et al., 2019). Deste modo ndo podemos
descartar a possibilidade de que os constituintes do lipidio estruturado modulem diretamente a
expressao genica de marcadores inflamatérios hepéticos trazendo beneficios ao metabolismo
desses animais. A translocase CD36 esta implicada na absorcéo de 4cidos graxos em multiplos
tecidos, incluindo hepatdcitos e em individuos com perda de peso por meio de cirurgia
bariatrica, foi associada a reducdes na expressao do gene CD36, mas ndao de TNF-a ou IL-6
associado a reducdes na esteatose hepatica (PARDINA et al., 2017). Observamos uma reducéo
acentuada na expresséo do gene hepatico CD36 em todas as intervencfes. Além de modular o
armazenamento de &cidos graxos, € relatado que CD36 atua como um receptor de
reconhecimento de padrdes e ativa a resposta inflamatdria metabdlica incluindo as vias TLR-4,
NF-kB e c-Jun quinase N-terminal (JNK) (STEWART et al., 2010; ZHAO, L. et al., 2018), e uma
inibicdo da expressao da proteina CD36 poderia potencialmente contribuir também para um

melhor controle da inflamagdo hepatica observada. Desta forma, o lipidio estruturado
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caracterizado neste estudo poderia ser uma boa alternativa para o tratamento de pacientes com
DHGNA.

A analise microbiana confirmou que a DH reduz a quantidade de Bacteroidetes,
aumentando a razdo Firmicute:Bacteroidetes como descrito em abordagens experimentais
(IJAZ et al.,, 2018; KOLIADA et al., 2017). A andlise quantitativa de DNA especifico de
Firmicutes e Bacteroidetes mostrou um aumento para ambos nos grupos DH50 e DH100. O
orlistat também promoveu aumentos nas quantidades de Firmicutes e Bacteroidetes, sugerindo
que o aumento da disponibilidade de gordura no limen intestinal pode contribuir para a
proliferacdo de bactérias. Atividades da mieloperoxidase no colon dos grupos ndo apresentaram
diferenca estatistica para nenhuma das intervengdes, sugerindo que o aumento do niumero de

bactérias ndo é entendido como um insulto ou induz uma resposta inflamatoria.
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6. CONCLUSAO

A administracdo de uma refeigéo hiperlipidica contendo o LE rico em acido behénico
promoveu uma menor resposta inflamatéria pds-prandial, com niveis séricos menores de IL-6,
CRP e endotoxina em resposta a uma menor absor¢ao de triglicerideos, sem alterar a producéo
de hormdnios gastrointestinais ou o tempo de esvazimanto gastrico, mostrando seu potencial

em controlar a inflamac&o pos-prandial.

O consumo de dieta hiperlipidica contendo LE rico em &acido behénico ndo resultou em
perda de peso nos camundongos obesos. No entanto, estes se apresentaram mais saudaveis,
com um bom controle glicémico, com marcadores reduzidos da DHGNA e composi¢cdo da
microbiota do que os camundongos alimentados com dieta formulada a base de banha de
porco, mostrando que o consumo de LE rico em acido behénico pode ser benéfico em

individuos obesos.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: A high-fat meal can induce a postprandial inflammatory response, characterized mainly by increased serum

Interleukin-6 levels of interleukin (IL)-6 and endotoxemia. We developed a structured lipid rich in behenic acid via enzymatic

Endotoxemia interesterification of a blend of soy, olive, and fully hydrogenated crambe oil, and evaluated its ability to induce

o “‘9‘1 very 'I_ong chain fatty acd postprandial inflammation in mice. Triglyceride absorption was reduced after consumption of a meal containing

mﬂ“:{‘f“ 15% of this structured lipid. The postprandial 1L, lipopolysaccharide (LPS), C-reactive protein, and insulin
levels were similar to those in mice that received a low-fat diet. Gastric emptying and satiety hormone serum
levels did not differ between the experimental groups, Our data showed that a structured lipid containing be-
henic acid has a reduced ability to induce postprandial inflammation, suggesting that the introduction of
maodified dietary fat into a diet could be beneficial for health,




