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Resumo

A prevaléncia da obesidade tem aumentado durante as duas ultimas décadas; esse
aumento tem sido atribuido a mudangas no habito dietético onde prevalece o
aumento de gorduras e acucares. E fator de risco para doencas cardiovasculares e o
processo inflamatdrio favorece esse contexto. Porém ainda ndo esta bem
esclarecido o efeito do tempo de consumo de dieta desequilibrada sobre o processo
inflamatorio via receptor Toll-like 4 (TLR-4) e sua associagdao com alteragdes
metabdlicas. Sendo assim o objetivo do presente estudo foi testar a hipotese que um
aumento da exposigdo a uma da sobrecarga nutricional acarreta em aumento da
expressdao de TLR-4 e esse inicia a resposta inflamatéria com consequentes
alteracbes metabdlicas. Para isso foram utilizados ratos Wistar machos (n=32
animais), com 30 dias de idade, que foram casualmente divididos para receberem
dieta controle (C) ou hiperlipidica + agua com acucar (HFD), durante 6 ou 24
semanas, perfazendo 4 grupos experimentais independentes (C6, C24, HFDG,
HFD24; n=8 animais/grupo). Os ratos C receberam ragao padrao para roedores e 0
grupo HFD uma ragado hiperlipidica. Foi avaliado peso corporal, indice de
adiposidade (lA), hipertensao arterial, perfil glicEmico e lipidico, avaliagdo hormonal,
inflamatoéria no plasma. No tecido adiposo foram avaliados os indicadores de
inflamacao: fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), Interleucina -6 (IL-6), fator
transcricional NFkB e receptor Toll like 4 . Ao final de 6 semanas, os animais
apresentaram maior |A, triglicérides, glicemia, insulina, leptina e menor adiponectina
em comparagao a C6, caracterizando um quadro de sindrome metabdlica. Ao final
de 24 semanas, além das alteragdes metabdlicas, os animais apresentaram
aumento da expressado de TLR-4, NFkB e das citocinas inflamatérias TNF-a e IL-6
no tecido adiposo. Assim, concluimos que um tempo prolongado de consumo de
dieta rica em acgucar e gordura agrava o quadro de sindrome metabdlica, além de

desencadear um quadro inflamatério via TLR-4.

Palavras chave: Obesidade, inflamacéao, receptor TLR-4, sindrome metabdlica



Abstract

The prevalence of obesity has increased over the past two decades , and this
increase has been attributed to changes in dietary habit where the increase of fats
and sugars prevails . It is a risk factor for cardiovascular disease and inflammatory
process favors this context. But is not yet well understood the effect of time -
consuming unbalanced diet on inflammation via Toll-like receptor 4 ( TLR -4 ) and its
association with metabolic abnormalities . Therefore the aim of this study was to test
the hypothesis that increased exposure to a nutritional overload leads to increased
expression of TLR-4 and this initiates the inflammatory response with consequent
metabolic changes. Male Wistar rats ( n = 32 animals ) were used , with 30 days of
age, who were randomly divided to receive control diet ( C ) or high fat + sugar water
( HFD ) for 6 to 24 weeks , totaling 4 groups independent experimental ( C6 , C24 ,
HFD6 , HFD24 n = 8 animals / group ) . The C mice fed standard rodent chow diet
and HFD group a high-fat diet . Body weight , adiposity index (Al ) , hypertension ,
glucose and lipid profile , hormonal evaluation , inflammatory plasma was evaluated .
Tumor necrosis factor -alpha ( TNF - a ), interleukin 6 ( IL - 6 ), transcription factor
NFkB and Toll like receptor 4 : the adipose tissue indicators of inflammation were
evaluated . At the end of 6 weeks, the animals showed higher Al , triglycerides ,
glucose , insulin, leptin and lower adiponectin compared to C6 , featuring a picture of
metabolic syndrome . At the end of 24 weeks , in addition to metabolic changes , the
animals showed increased expression of TLR - 4 , NFKkB and inflammatory cytokines
TNF - a and IL - 6 in adipose tissue . Thus, we conclude that a prolonged time
consumption of a diet rich in sugar and fat aggravates the situation of metabolic

syndrome , and trigger an inflammation via TLR - 4 .

Key- words: obesity, inflammation, toll-like receptor 4, metabolic syndrome
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Revisao de Literatura
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Obesidade, inflamagao e complicagoes metabdlicas

Obesidade: problema mundial

A obesidade é definida pela Organizagdao Mundial da Saude (OMS) como
acumulo anormal ou excessivo de gordura corporal, que pode prejudicar a saude.
Dados da propria OMS apontam que o numero de pessoas obesas praticamente
dobrou no mundo desde 1980, sendo que 1,4 bilhdes de pessoas estavam acima do
peso em 2008 (1). No Brasil, dados do Ministério da Saude mostram que a
proporgcao de pessoas com excesso de peso no pais avangou de 42,7%, em 2006,
para 48,5%, em 2011; no mesmo periodo, o percentual de obesos subiu de 11,4%
para 15,8% (2).

O problema do excesso de peso nado atinge somente os adultos. Dados da
OMS apontam que em 2011, mais de 40 milhdes de criangas menores de cinco anos
estavam acima do peso. E importante destacar que 30 milhdes dessas criancas
vivem em ambientes urbanos de paises de baixa e média renda, mostrando que o
problema nao é restrito a paises desenvolvidos. Essa situacdo também ¢é vista no
Brasil, no qual em 2009, uma em cada trés criangcas estava acima do peso, com
destaque para a regido Sudeste, com 40,3% dos meninos e 38% das meninas com
sobrepeso, mostrando que o problema esta comegando cada vez mais cedo.

A causa fundamental da obesidade € o desequilibrio energético entre as
calorias consumidas e as calorias gastas. No mundo todo, observa-se uma redugao
da pratica de atividade fisica e um aumento no consumo de alimentos de alta
densidade energética, ricos em agucar e gordura (3). Nos Estados Unidos, por

exemplo, estima-se que nos ultimos 100 anos o consumo de gordura e agucar
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cresceu 67% e 64%, respectivamente; em contraste, o consumo de verduras e
legumes diminuiu 26% e o de fibras 18% (4). No Brasil também se observa uma
transicdo nutricional, no qual dados da Pesquisa do Orgamento Familiar (POF) de
2002-03 e 2008-09, comparando os resultados referentes a alimentagdo da
populagdo, mostrou que o grupo de alimentos preparados e misturas industriais
tiveram maior aumento domiciliar (37%), passando de 2, 560 kg para 3, 506 kg.
Atualmente, a obesidade adquiriu as caracteristicas de uma pandemia e é
considerada um problema de saude publica por estar associada a um aumento no
risco de doencgas cardiovasculares (5), diabete melito tipo 2 (DM2) (6), hipertensao
arterial, dislipidemia, doenga hepatica e alguns tipos de cénceres (7). Por essa
associagdo, a crescente incidéncia de obesidade torna-se uma relevante
preocupagao mundial, uma vez que pode comprometer os setores de servico e

previdéncia, além de efeitos adversos sobre a qualidade de vida das pessoas.

O tecido adiposo

Durante muito tempo, acreditou-se que o tecido adiposo era apenas o
principal local de armazenamento para o excesso caldérico consumido. Ao longo das
ultimas décadas, dados experimentais tém ressaltado sobre a biologia e bioquimica
do tecido adiposo. Este tecido ndo € mais considerado um tecido inerte que apenas
armazena gordura (8). O tecido adiposo € um érgao dindmico metabolicamente, que
aléem de ser o principal local de armazenamento para o excesso de energia, tem
funcao enddcrina, sendo capaz de sintetizar uma série de compostos biologicamente

ativos que regulam a homeostase metabdlica. Este tecido dindmico é constituido n&o
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apenas por adipdcitos, mas também de outros tipos de células chamadas fracdo de
estroma vascular, compreendendo as células sanguineas, células endoteliais,
pericitos e células precursoras adiposas entre outras (9). Varios estudos tém
demonstrado que o tecido adiposo produz uma série de substancias, as quais sao
denominadas adipocinas, dentre as quais a leptina, adiponectina, resistina, e
algumas citocinas como, interleucina- 6 (IL-6), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)
e a proteina quimioatraente de mondcito (MCP-1) dentre outros (10). Por isso tem
sido reconhecido como um 6rgao importante de uma complexa rede que participa na
regulacdo de uma variedade de funcgdes biolégicas (11), como por exemplo, regular
o apetite, o gasto energético, a sensibilidade periférica a insulina, a capacidade
oxidativa, a absorgcdo de lipideos em tecidos ndo adiposos, como O coragao, O
figado, as células beta pancreaticas e musculo esquelético (12).

Em situagdes de balangco energético positivo, o excesso de energia €
armazenado no tecido adiposo sob a forma de triacilglicerol (TG) (13). Os adipdcitos
maduros presentes no tecido expandem em resposta ao aumento dos lipidios da
circulagdo. Além disso, com a necessidade de maior armazenamento, pré-adipocitos
presentes no tecido podem diferenciar-se em adipdcitos maduros, capazes de
armazenar gordura (12). Assim, as células adiposas tém, particularmente, uma
grande capacidade de sintetizar e armazenar TG durante os periodos de oferta de
alimentagdo, bem como hidrolisar e liberar os TG como acidos graxos livres e
glicerol em situagdes de jejum (14). Spalding et al (15) observaram que o numero de
adipdcitos, tanto para individuos magros quanto para obesos é definido durante a

infancia e adolescéncia e esta sujeito a pequena variacdo durante a vida adulta, o
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que sugere que a hipertrofia dos adipocitos € o principal mecanismo para a
expansao do tecido adiposo durante o desenvolvimento da obesidade.

No entanto, quando a capacidade de estoque € ultrapassada, ocorre uma
alteracao na secregao dessas adipocinas (12). Ha uma hipersecrecao de adipocinas
que sao potencialmente prejudiciais tais como plasminogen activator inhibitor-1 (PAIl-
1), TNF-a, IL-6, IL-1 ou visfatina, que dentre outras fungbes desencadeiam o
processo inflamatdrio, e uma hiposecrec¢ao de adipocinas potencialmente benéficas,
tais como a adiponectina. Tais alteragbes podem estar entre os principais
mecanismos envolvidos nas doencgas relacionadas com estilo de vida, incluindo a
diabete melito tipo 2, hiperlipidemia e hipertensdo, que sao componentes da
sindrome metabdlica (SM) (16). A reducédo da gordura visceral, portanto, pode ser
uma medida preventiva essencial para a SM e sua consequéncia, a doenca
cardiovascular. A regulagdo de adipocinas-chave, como a adiponectina, pode ser
considerada como um procedimento terapéutico eficiente (17).

Diante desses relatos pode-se considerar a obesidade como um estado
inflamatorio de baixo grau o qual merece especial atencao, pois essa inflamacgao é
considerada um dos fatores mais importantes para o desenvolvimento das
comorbidades (18). Esse relato & confirmado por estudos que apontam que a
obesidade (circunferéncia da cintura) tem um forte impacto na secrecdo de
adipocinas e resisténcia a insulina (19). Outro trabalho, tem apontado que os
macréfagos, tanto os residentes no tecido adiposo como os recrutados da
circulagdo, sdao uma parte importante da funcdo secretora de tecido adiposo e a

fonte principal de citocinas inflamatérias, tais como TNF-a, IL-6 e IL-1. Portanto,
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como um orgao secretoério, o tecido adiposo apresenta diversas particularidades e a

sua atividade secretoria é regulada por mecanismos humorais e hormonais (11).

Tecido adiposo e inflamagao

Investigadores tém percebido ja ha algum tempo, que o estado inflamatério
induzido pelo estresse metabdlico é diferente do paradigma da inflamagao classica
como definida pelos sinais cardinais de vermelhidao, inchacgo, calor, e dor (20). Além
disso, esta resposta classica esta uniformemente associada a resposta do sistema
imunologico a um local de ferimento ou infeccdo e normalmente, tal insulto é
removido ou neutralizado, e a inflamagao desaparece. Em caso de obesidade, a
resposta inflamatéria encontrada é de natureza diferente (20). Nesse caso, o fator
desencadeante € o excesso de nutrientes (21) o qual se manifesta com aumento do
tamanho do adipdcito (hipertrofia) e também do seu numero (hiperplasia) (22). Essa
adipogénese implica na diferenciacao de preadipdcitos em adipdcitos maduros, os
quais secretam adipocinas (23), que juntamente podem ter efeitos autécrinos,
paracrinos e endocrinos (24). Sendo assim, o estado inflamatério que acomete
individuos obesos €& denominado inflamacdo metabdlica ou metainflamagao (25).
Todo esse processo altera o funcionamento do tecido adiposo e de diversos de seus
mecanismos, caracterizando entdo, um tecido disfuncional. Dentre as caracteristicas
dessa disfungdo, a massa adiposa vai apresentar mudangas na sua composi¢cao
celular, como por exemplo, o tecido adiposo possui macréfagos residentes, porém
diante da disfungdo ocorre um aumento na quantidade dessas células inflamatérias

oriundas da circulacdo. O recrutamento dessas células ocorre por atividade das
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quimiocinas, como a MCP-1 e IL-8, que é liberado pelos adipdcitos. Uma vez
infiltrados no tecido adiposo, nos estagios avancados da obesidade, os macrofagos
recrutados juntamente com os que ja residiam no tecido adiposo ampliam o evento
inflamatorio por produzirem mais citocinas (26).

Diversos fatores podem desencadear a resposta inflamatéria no tecido
adiposo em condi¢gdes de sobrecarga nutricional, dentre eles a microhipoxia (27),
estresse do reticulo endoplasmatico (28) e, mais recentemente descrito, acidos
graxos saturados, um mecanismo dependente da ativagcdo de receptor Toll-like 4
(TLR4) (29).

Com a hipertrofia dos adipdcitos, o tecido adiposo torna-se hipoperfundido, o
que cria areas de microhipdxia, ativando as vias IKK/NFkB, aumentando a
expressao de genes envolvidos na inflamagdo com maior liberagdo de citocinas e
recrutamento de macréfagos para o tecido (30).

A sobrecarga de carboidratos e lipidios que ocorre na obesidade acarreta um
aumento do metabolismo celular. Um aumento de um desses substratos leva a um
acréscimo na cadeia de transporte de elétrons na mitocéndria, gerando uma hipoxia
relativa, devido a maior necessidade de oxidacdo de nutrientes, gerando uma
quantidade acima do normal de espécies reativas de oxigénio, levando a um estado
de estresse oxidativo. Essa condicdo ativa quinases como JNK p38, IKK e NFkB,
aumentando a produgado de citocinas (28). Essas quinases também podem ser
ativadas pelo aumento do estresse do reticulo endoplasmatico que acontece
normalmente pelo aumento de nutrientes, como acidos graxos livres (31).

O TLR4 é membro de uma familia de receptores presentes em diferentes

células e tecidos, estando envolvidos na resposta imune inata (32). Esses
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receptores, ao reconhecerem uma endotoxina bacteriana composta de
oligossacarideos e acidos graxos - o lipopolissacarideo (LPS) - ativam quinases e
fatores transcricionais intracelulares responsaveis pela resposta imune inata (33).
Evidéncias demonstram que os acidos graxos saturados também podem ativar
TLR4. Esse mecanismo de ativagcado tem sido considerado um importante fator de
ligacao entre inflamagdo e resisténcia a insulina em condi¢gdes de obesidade e
sobrecarga nutricional.

Assim, o excesso de nutrientes e a obesidade estdo relacionados com o
estimulo dessas vias principais, levando a produgao de quimiocinas e citocinas pro-
inflamatodrias (34). Essas citocinas, principalmente as quimiocinas, atraem mondcitos
da circulacao, que ao infiltrarem no tecido adiposo transformam-se em macrofagos,
aumentando a producgao de citocinas como TNF-a e IL-6, um fator importante para o

desenvolvimento de resisténcia tecidual a insulina (35).

Disfuncao do tecido adiposo e consequéncias metabdlicas: papel das

adipocinas

Em circunstancias normais, a insulina estimula a absor¢cao da glicose pelo
musculo esquelético, inibe a gliconeogénese e a produgao hepatica de lipoproteinas
de muito baixa densidade (VLDL), além de diminuir a lipdlise no tecido adiposo.

A sinalizacao intracelular da insulina comega com sua ligacdo a um receptor
especifico de membrana, uma proteina heterotetramérica com atividade tirosina
quinase intrinseca, composta por duas subunidades alfa e duas subunidades beta,

denominada receptor de insulina (IR) (36). A ativagédo do IR resulta em fosforilagéo
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em tirosina de diversos substratos, incluindo substratos do receptor de insulina 1 e 2
(IRS-1 e IRS-2) (37, 38). A fosforilagdo das proteinas IRS cria sitios de ligagcéo para
outra proteina citosélica, denominada fosfatidilinositol 3- quinase (P13q), promovendo
sua ativacdo. A PI3g é importante na regulacdo da mitogénese, na diferenciagcao
celular e no transporte de glicose estimulada pela insulina. A ativagao da PI3q
aumenta a fosforilagdo em serina da proteina quinase B (Akt) e isso permite o
transporte de glicose no musculo e no tecido adiposo, através da translocagao da
proteina GLUT-4 para a membrana celular, permitindo a entrada da glicose por
difusdo facilitada. Os GLUT-4 sdo os principais responsaveis pela captacao da
glicose circulante nos humanos (37).

No entanto, resultados demonstram que a ativagao cronica na producgao de
citocinas pré-inflamatérias no interior das células que sofrem a acdo da insulina,
pode levar a deterioracédo da reposta do tecido ao horménio (39). Corroborando essa
idéia, trabalhos evidenciam elevados niveis de citocinas pré-inflamatérias, como
TNF-a e IL-6, no tecido adiposo e soro de individuos e animais obesos com
resisténcia insulinica. Em contraste, a neutralizacdo dessas citocinas melhora esse
quadro metabdlico. Investigadores verificaram que esse fato ocorre porque essas
citocinas proé- inflamatdrias, principalmente o TNF-a, age na fosforilagdo de alguns
residuos de serina no substrato do receptor de insulina IRS-1 impedindo assim a
continuidade da cascata que tem por ultimo estagio expressar o GLUT 4 (30). Assim,
a ativacdo de TLR4 por uma sobrecarga nutricional por ser um mecanismo que
acarreta inflamagdo pode torna-se também um fator promotor para o
desenvolvimento da resisténcia a insulina e, consequentemente, disfuncao do tecido

adiposo. (40)
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Outras adipocinas como a leptina, adiponectina e resistina também participam
do processo inflamatério e da resisténcia a insulina em condigdes de obesidade (41).
A leptina foi o primeiro horménio a ser caracterizado uma adipocina pelo fato de ser
produzido principalmente pelo tecido adiposo (42). Tem como fungao regular o nivel
de energia, consumo de alimento e mediadores inflamatorios. Ela proporciona a
ligacao funcional entre o sistema imunitario e homeostase energética (43). Estudos
mostram que ratos que possuem deficiéncia nos receptores de leptina sofrem atrofia
do timo, e sdo imunodeficientes (44). Isto pode explicar porque o sistema imunitario
dos murinos é pressionado por reducéo da ingestao de alimentos e da fome aguda,
ambos os quais resultam em baixos niveis de leptina, e porque esta depressao é
revertida pela administracdo exdégena de leptina (45). Esse hormbnio age
centralmente no hipotalamo para reduzir a ingestdo de alimentos e aumentar a
utilizacdo de energia e os seus niveis diretamente correlacionam-se com a massa
adiposa (46). Os individuos obesos apresentam altas concentragdes de leptina e
isso esta ligado ao aumento de tecido adiposo. Quanto maior a quantidade de
tecido adiposo, maiores os niveis circulantes desse hormdnio, um paradoxo visto
que elevados niveis de leptina deveriam diminuir o apetite e aumentar o gasto
energético.

No entanto, de forma similar ao que ocorre com individuos com diabete
melito, nos quais os niveis de insulina estdo aumentados, € provavel que ocorra um
aumento da resisténcia periférica a leptina em individuos obesos. Este paradoxo
pode ser explicado por diversos mecanismos celulares. Um deles envolve um

possivel defeito no transporte da leptina através da barreira hematoencefalica. Uma
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menor expressao dos receptores da leptina nos obesos, associada a ingestao de
dietas ricas em gorduras também pode ser uma explicagao (25, 47).

Leptina regula varios mediadores da inflamagao vascular como o TNF-q, IL6,
IL-2, a MCP-1, ROS, citocinas de tipo Th1 a partir de células endoteliais e as células
mononucleares de sangue periférico (48). Estudos clinicos tém demonstrado uma
correlagdo positiva entre leptina e PAI-1, fator de von Willebrand, ativador do
plasminogénio tecidual (tPA), os niveis de fibrinogénio no plasma e uma relagao
inversa com a proteina C e inibidor da via do fator tecidual. Estes resultados
demonstram claramente uma forte ligacdo da atividade das plaquetas circulantes
com o0 aumento dos niveis circulantes de leptina observado na sindrome metabdlica.
Com relacdo a doencas cardiovasculares, a leptina também parece ter uma
variedade de fungdes pro-aterogénicas. Estimula a produgdo de citocinas pro-
proliferativas e aumenta a agregacdo das plaquetas (46), causando disfungao
endotelial, induzindo o estresse oxidativo (49). Outra acao pré-aterogénico da leptina
€ sua capacidade de induzir a expressao da proteina C reativa (PCR) em artéria
coronaria (50). Portanto, a leptina fornece uma ligagao funcional entre a obesidade e
doencgas cardiovasculares e seus niveis aumentam exponencialmente com a gordura
corporal.

A resistina é outra adipocina que foi identificada em 2001 como uma proteina
especificamente secretada pelo adipécito (28). Resistina induz a expressdao de
moléculas de adesdo celular vascular 1 (VCAM-1) e a molécula de adesao
intercelular-1 (ICAM-1); adiponectina inibe as ag¢des de resistina (52). Existe uma

relacdo funcional entre a leptina e resistina: a administragcado de leptina suprime a
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expressdo de mRNA de resistina e os niveis de proteina em ratos ob / ob,
juntamente com a redugao nos niveis de glicose e de insulina (53).

A adiponectina € uma outra adipocina que € sintetizada néo so6 pelos
adipocitos, mas também pelo musculo esquelético, células endoteliais e
cardiomidcitos. E abundante no plasma representando 0,01% das proteinas do
plasma (3-30 ug / ml) (54). E uma proteina de 244 aminoacidos e peso molecular de
30 kDa (55) . Os niveis séricos aumentam com a perda de peso e com drogas de
sensibilizagdo a insulina, parecendo assim, ser inversamente proporcional a
resisténcia a insulina e obesidade (56).

Esse adipocina exerce suas fungdes através de trés receptores: AdipoR1 e
AdipoR2 (56) e T-caderina (57). Por meio da fosforilagdo da AMPK, aumenta a
sensibilidade a insulina, a oxidagao de acidos graxos e reduz a sintese de glicose no
figado e outros tecidos (58). A estimulacdo dos receptores modula AMPK, mas
também de PI3K, p44/42 MAP quinase p38 MAP quinase e da ciclo-oxigenase-2
(COX-2) (59). Adiponectina pode ser intrinsicamente anti-aterogénico, regulando as
principais vias de sinalizacdo envolvidos na génese da aterosclerose: PI3K-Akt, NO
sintase endotelial (eNOS) e AMPK (60). A adiponectina parece suprimir a adesao de
mondcitos ao endotélio vascular e promove a angiogénese, estimulando a diafonia
entre Akt e AMPK no ECs (61). Akt € uma serina / treonina proteina quinase que
desempenha um papel importante como um segundo mensageiro em muitas
funcdes celulares tais como a proliferagdo celular, apoptose e metabolismo da
glicose (41).

A adiponectina também tem propriedades anti-inflamatérias, que podem

regular os passos no processo aterogénico combinados com a prevengao da
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apoptose em células endoteliais, bem como as ag¢des de promogao angiogénicas
(62). As propriedades anti-inflamatérias ocorre através da supressao do fator
nuclear kappa (NF-kB) em macrofagos e monécitos. Do mesmo modo, a supressao
do NF-kB em células endoteliais retarda o desenvolvimento da aterosclerose. Além
disso, a adiponectina inibe a conversdo dos macréfagos para as células de
espumosas e reduz a oxidagao da LDL. Em ambos os casos, a supresséo do NF-kB
suspende processos induzidos pelo TNF-a (inflamagéo / adesdo de mondcitos) (56).

Ao contrario de todas as outras adipocinas citadas, a adiponectina possui
atividade antiinflamatoéria e antiaterogénica, age como protetor cardiovascular e
melhora a sensibilidade a insulina. No entanto, niveis reduzidos sdo encontrados na
maioria dos estados de obesidade e resisténcia a insulina (63). Estudos apontam
que TNF-a e IL-6 sdo potentes inibidores da expressao e secregcao de adiponectina
em tecido adiposo humano e cultura de células (25).

A visfatina € uma outra adipocina com peso molecular de 52 kDa e é
encontrada predominantemente no tecido adiposo visceral. E também conhecido
como pré-células B de colbnias factor de reforgo (PBEF), é produzida principalmente
pelos adipécitos, embora também pelos macrofagos do tecido adiposo visceral, e em
pequenas quantidades, por tecido adiposo subcutaneo. Expressdo de mRNA
visfatina aumenta significativamente durante a diferenciacéo dos pré-adipdcitos para
adipécitos (64). Foi demonstrado que sua fungao principal esta relacionada com o
metabolismo energético e imunidade inata e é agora considerada como um
adipocina pré-inflamatéria. E capaz de induzir a ativacéo de leucdcitos e de estimular
a producao de TNF-a e IL-6 (65). Estudos recentes demonstraram que visfatina

exerceu efeitos miméticos da insulina em adipécitos em cultura, midcitos e
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hepatdcitos e diminuiu os niveis de glicose no plasma em ratos por ligagcado e
activagao do receptor da insulina (43).

Diante desses relatos podemos observar que a metainflamagao esta
diretamente envolvida no desenvolvimento da resisténcia a insulina, enfermidade
que acomete a maioria dos obesos. Embora muitos progressos tenham sido feitos
nessa area, futuros estudos sdo necessarios para amenizar essa inflamagao de uma
maneira precoce para que possa retardar ou impedir o surgimento de comorbidades
que consequentemente possam desencadear doengas cardiovasculares e outras

complicagbes metabdlicas.

Comentarios

A obesidade é atualmente um problema mundial e que pode acarretar diversas
complicagdes. O tecido adiposo € o local principal para o armazenamento da energia
em excesso o qual leva a obesidade, mas é também reconhecido como um 6rgao
enddécrino que pode influenciar e comunicar-se com muitos outros 6rgaos, incluindo
o cérebro, coracao, sistema vascular, o figado e musculo, através da producao de
varios fatores que sao secretados ou adipocinas. Adipocinas tém ambas as
atividades pro-inflamatérias e anti-inflamatoéria, e o equilibrio entre os diferentes
fatores é crucial para a determinagao da homeostase em todo o corpo com base no
estado nutricional. Quando a disfuncado do adipdcito ocorre como um resultado da
expansao do tecido adiposo devido a sobrecarga nutricional, a desregulacdo da
producao adipocinas acontece e pode ter efeitos locais ou sistémicos principalmente

nas respostas inflamatoérias, contribuindo assim para a iniciagdo e progressao de
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disturbios metabdlicos com a resistencia a insulina. Assim, a elucidacido das funcoes
e mecanismos das principais adipocinas levara a uma melhor compreensao da
patogénese de desordens ligadas a obesidade. Além disso, as estratégias
terapéuticas que neutralizem o desequilibrio de adipocinas pré-inflamatérias e anti-
inflamatorio pode ser um meio atraente e util para a prevencao e / ou tratamento de

obesidade metabdlica relacionada.
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Resumo

E bem estabelecido que dietas hipercaléricas levam a condicdes de sobrepeso e
obesidade, o que pode desencadear um estado de inflamagéo de baixo grau e como
consequéncia, alteracbes metabdlicas. No entanto, o tempo necessario para que
essas mudangas ocorram ainda é desconhecido. Nesse estudo, investigamos a
influéncia de um curto e longo periodos de dieta ocidental sobre os marcadores
inflamatdrios, bioquimicos e composicao corporal. Ratos Wistar machos receberam
dieta controle (C) ou dieta hiperlipidica (HFD) mais agucar na agua de beber
(300g/L) por 6 ou 24 semanas. HFD aumentou significativamente o indice de
adiposidade para os grupos HFD de ambos os periodos experimentais quando
comparados aos animais C. Exposicdo a HFD foi associada a maiores niveis
plasmaticos de triglicerideos, glicose, insulina, leptina e médias glicémicas no teste
oral de tolerancia a glicose. Nao houve diferenga nos niveis plasmaticos de fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) e de interleucina- 6 (IL-6) entre os grupos. No entanto,
os niveis de TNF-a e IL-6 estavam elevados no tecido adiposo epididimal dos
animais HFD24 comparados a HFD6 e a C24. Somente ao final de 24 semanas foi
observado aumento da expressao génica do receptor toll-like 4 (TLR-4) nos animais
HFD24 em comparagao aos animais C24. Um curto periodo de tempo foi suficiente
para induzir alteragdes metabdlicas nos ratos. No entanto, uma resposta inflamatéria
no tecido adiposo é dependente de um maior tempo de exposicao a dieta

hiperlipidica.
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Introducgao

O estado inflamatério induzido por fatores metabdlicos, especificamente pelo
excesso no consumo de nutrientes, € chamado de metainflamacado, uma condigao
distinta da inflamacéo classica (1). A prevaléncia da obesidade tem aumentado
drasticamente nas ultimas 3 décadas, especialmente entre as populagbes mais
economicamente desfavorecidas em todo o mundo (2-4). Um excesso caldrico,
especialmente quando caracterizado pelo consumo aumentado de carboidratos e
lipidios, aumenta a inflamacdo e pode levar a hipertensdo, diabetes, além de
doencgas cardiovasculares e renais (5-7). O excesso de energia consumido é
estocado no tecido adiposo, levando a hipertrofia celular e consequente produgao de
fatores inflamatoérios e quimiotaticos, como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e
interleucina- 6 (IL-6) (8). Esses fatores interagem com a insulina, que aumenta a
atividade da enzima lipogénica nos adipocitos. Dependendo da intensidade e
duracao desse processo, pode resultar em inflamacgao no tecido adiposo (9-11).

Evidéncias mostram que um dos gatilhos da inflamacao na obesidade sao os
acidos graxos saturados, especificamente pela sua afinidade em ligar-se ao receptor
Toll-like 4 TLR-4 (12). O excesso de nutrientes e a obesidade estdo associados com
altos niveis circulantes de acidos graxos, que podem vir a serem reconhecidos pelo
TLR-4 e levar a ativagdao do fator nuclear kB (NFkB) (13-16), estimulando a
produgdo de citocinas e quimiocinas pro- inflamatérias (17). Essas citocinas,
especialmente as quimiocinas, atraem monocitos da circulacdo para o tecido
adiposo, que se tornam macrofagos, aumentando a producao de citocinas como
TNF-a e IL-6, um fator importante para o desenvolvimento de resisténcia tecidual a

insulina (14).
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Esse estado inflamatdrio juntamente com o desbalango metabdlico podem
manifestar-se local ou sistemicamente, prejudicando a fung¢do de varios 6rgaos,
incluindo rins, figado e coragao (4). No entanto, o limiar entre a ingestdo de agucar e
gordura e as manifestagdes metabdlicas e inflamatdrias ainda ndo esta estabelecido
(1). Os estudos experimentais que enfatizam dieta, obesidade e inflamagao avaliam
as alteragdes ao final de um periodo estabelecido e ndo acompanham as mudancgas
progressivas em funcédo do tempo (18-23)(24). Assim, mais estudos sdo necessarios
para caracterizar a resposta inflamatdria no tecido adiposo em fungédo do tempo. Nos
hipotetizamos que uma sobrecarga energética leva a um acumulo de gordura no
tecido adiposo, o que pode desencadear a liberagao de citocinas inflamatérias no
tecido adiposo e também no plasma, juntamente com alteragcbes metabdlicas. O
objetivo desse estudo foi avaliar a influéncia tempo- dependente de uma rica em
agucar e gordura sobre os parametros metabdlicos, marcadores inflamatérios séricos

e no tecido adiposo de ratos machos.

Materiais e Métodos
Animais e protocolo experimental

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica para Pesquisa
Animal da Universidade Estadual Paulista (PE- 47/2011). Ratos Wistar Machos (10
semanas de idade, + 350 g) provenientes do Biotério Central da Faculdade de
Medicina de Botucatu- UNESP foram divididos para receber dieta controle (C, n=8
animais/ grupo; 5% de energia de gordura) ou dieta hiperlipidica (HFD, n= 8
animais/grupo; 29% de energia de gordura) mais agua com agucar (300g/L) por um

periodo de 6 ou 24 semanas (C6, HFD6, C24, HFD24).
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A dieta hiperlipidica foi preparada no nosso laboratério e continha dieta
controle (Nuvilab CR-1 Nuvital Q5), biscoito wafer, leite condensado, éleo de palma,
vitaminas e minerais. A composi¢cdo nutricional das dietas esta apresentada na
tabela 1.

Ratos foram alocados em gaiolas individuais no Laboratério Experimental da
Clinica Médica, Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP, sob temperatura (22—
26°C) e luz controladas (12h claro-12h escuro). O consumo de ragao foi medido
diariamente e o peso corporal, semanalmente. Os animais foram sacrificados por
decapitagdo apos anestesia com pentobarbital sédico Q4 (50 mg/kg, injecéo
intraperitoneal), para evitar sofrimento do animal. O tecido adiposo epididimal foi
escolhido para as analises devido ao seu padrao inflamatério semelhante a gordura

visceral (25).

Table 1. Composicao Nutricional das dietas controle e hiperlipidica

Dieta Dieta
Hiperlipidica
Componentes Controle
Proteina (%) 25,0 21,0
Carboidrato (%) 58,0 45,0
Gordura (%) 50 29,0
% Energia da proteina 26,5 16,0
% Energia do carboidrato 61,5 34,3
% Energia da gordura 12,0 497
% Energia de gordura saturada 2,1 24,7
% Energia de gordura insaturada 9,9 25,0
Energia (kcal/g) 3,8 53
Energia (KJ/g) 15,8 22,0
Composigdo de acidos graxos (%)
Palmitico (16:0) 14,0 40,6
Estearico (18:0) 2,7 6,2
Oléico (18: 1n-9c) 23,4 36,5
Linoléico (18: 2n-6) 53,1 11,3
Outros 6,8 54
Mistura de vitaminas/ Mineraist - +

* Energia da agua com agtcar (300 g/l) nao foi incluida.

tBaseado nas quantidades de vitaminas/ minerais da dieta controle, para cada kg da HFD foram
adicionados: Fe, 25,2 mg; K, 104,8 mg; Se, 73,1 pg; sulfato de molibdénio, 150,0 pg; vitamina B12,
34,5 ng; vitamina B6, 6 mg; biotina, 0,12 mg; vitamina E, 48,9 UI; vitamina D, 2447,0 UL, vitamina A,
15921,2 UL
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indice de adiposidade

O indice de adiposidade (IA) foi usado como indicador da obesidade, visto
sua precisao em avaliar a porcentagem de gordura corporal. Depésitos de gordura
epididimal, retroperitoneal e visceral foram dissecados dos animais. A soma dos
depdsitos, normalizada pelo peso corporal [(epididimal + retroperitoneal +

visceral)/peso corporal] x 100, foi calculado para obtengao do IA (8).

Medidas bioquimicas plasmaticas

Kits enzimaticos colorimétricos foram usados para medir a glicemia (Bioclin®,
Cat. #K082-3, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil), triacilglicerol (Bioclin®, Cat.
#K117-3, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil) e acidos graxos livres (WAKO®, HR

Series NEFA-HR(2), Osaka, Japan). A leitura foi realizada com o espectofotdmetro

automatico Chemistry Analyser BS 200 (Mindray Medical International Limited,

China).

Teste oral de tolerancia a glicose (OGTT)

Ao final de cada periodo de estudo, 6 e 24 semanas, os animais foram
submetidos ao OGTT. Apos 8h de jejum, cada animal recebeu, via gavage, uma
solugao de glicose 30% (3g/glicose/kg) e posteriormente foi medida a taxa de glicose
sanguinea por meio de um glicosimetro. Os valores de glicose foram medidos no
momento zero e 30, 60, 90 e 150 minutos apds administracdo da solugdo. Foram
utilizados para classificar resisténcia a insulina quando dois pontos do OGTT
atingiram acima de 140mg/dL e diabetes tipo 2 quando dois pontos atingiram valores

acima de 200mg/dL (26).


http://www.wakodiagnostics.com/pi/pi_hr_seriese_nefa-hr%282%29.pdf
http://www.wakodiagnostics.com/pi/pi_hr_seriese_nefa-hr%282%29.pdf
http://www.wakodiagnostics.com/pi/pi_hr_seriese_nefa-hr%282%29.pdf
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Medidas hormonais e inflamatoérias plasmaticas

Concentragdes plasmaticas de insulina (Millipore Corporation, Cat. #EZRMI-
13K, Billerica, MA, USA), leptina (Millipore Corporation, Cat. #£EZRL-83K, Billerica,
MA, USA), adiponectina (Millipore Corporation, Cat. #EZRADP-62K, Billerica, MA,
USA), TNF-a (R&D System, Cat. # RTA0QO, Minneapolis, MN, USA) e IL-6 (R&D
System, Cat. # R6000B, Minneapolis, MN, USA) foram feitas pelo método de ELISA.
As leituras foram feitas em um espectofotdmetro leitor de microplaca (SpectraMax

190, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA).

Nivel de adipocinas

Tecido adiposo epididimal (x 400 mg) foi triturado com 2 ml de tampao salina-
fosfato (PBS; pH 7.4) e depois centrifugado a 3000 rpom e 4°C por 10 min.
Sobrenadante foi coletado e as citocinas inflamatérias TNF-a (R&D System, Cat. #
RTAO00, Minneapolis, MN, USA) e IL-6 (R&D System, Cat. # R6000B, Minneapolis,
MN, USA) foram medidas usando kits comerciais de ELISA, como descrito acima.
Os resultados foram normalizados pela quantidade de proteina total, medida por kit
colorimétrico (Quimica Basica Ltda., Belo Horizonte, MG, Brazil), usando um
espectofotbmetro automatico Chemistry Analyser BS 200 (Mindray Medical

International Limited, China).

Expressao génica
RNA total foi extraido do tecido adiposo epididimal usando o reagent Trizol
(Invitrogen, Sédo Paulo, Brasil), de acordo com as instrugbes do fabricante. O kit

SuperScript Il First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen, Sao Paulo,


http://www.rndsystems.com/pdf/rta00.pdf
http://www.rndsystems.com/pdf/R6000B.pdf
http://www.rndsystems.com/pdf/rta00.pdf
http://www.rndsystems.com/pdf/R6000B.pdf
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Brasil) foi utilizado para a sintese de 20 yL de DNA complementar (cDNA) a partir
de 1000ng de RNA total. Os niveis de mRNA de TLR-4 (assay Rn 00569848 m1 -
Applied Biosystems) foram determinados por PCR em tempo real. A medida
quantitativa foi feita com kit comercial TagMan gPCR (Applied Biosystems), de
acordo com as instrucbes do fabricante, para deteccdo no sistema Applied
Biosystems StepOne Plus. As condi¢gbes de amplificagdo foram: ativagdo da enzima
a 50 o C durante 2 min, desnaturagao a 95 - C durante 10 minutos, os produtos do
DNA complementar foram amplificados por 40 ciclos de desnaturagdo a 95 - C
durante 15 s, e hibridagao/ extensao a 60 - C por 1min. A expressao de genes foi
quantificada em relagao aos valores do grupo C apds a normalizagdo de um controle
interno (ciclofilina-ensaio Rn Biosystems 00690933 m1-Aplicadas) pelo método 2-

AACT, como descrito (27).

Western Blot

A concentracao protéica foi feita pelo método de Bradford. Amostras (25ug de
proteina) foram aquecidas com Laemmli buffer a 100° por 5 minutos e pipetadas em
gel de poliacrilamida 10%. A transferéncia para membrana de nitrocelulose foi feita a
4°C na presenga de metanol. Posteriormente foram bloqueadas com solugéo a 0,5%
de leite em p6 desnatado, dissolvido em tampao TBS-T pH 7,4. A incubacdo com os
anticorpos primarios Santa Cruz Biotechnology (Dallas,Texas, EUA) foi overnight a
4°C em TBS (0,14M de cloreto de sddio, 0,003M de cloreto de potassio, e 0,025M de
Tris base) contendo 3% de leite desnatado (anti-TLR-4 1:200, anti- beta actina
1:200, anti NFKB fosforilado 1:100, anti NFkB total 1:200). Apds incubagdo com

anticorpos secundarios em solucao a 0,1% de leite desnatado, a imuno-deteccgao foi
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realizada por meio do método de quimioluminescéncia, de acordo com as instrugdes
do fabricante (ECL SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate - Thermo
Scientific, Rockford, IL, USA, 34080). A intensidade das bandas foi avaliada usando

Scion Image Software ( Scion Corporation, Frederick, MD, USA).

Analise histologica

Tecido adiposo epididimal embebido em parafina e fixado em formalina foi
processado para hematoxilina- eosina. Analise morfométrica foi realizada na
aumentativa de 40 vezes usando o programa Ipwin 32. As medidas foram feitas
considerando a area de 100 adipdcitos/ Iamina, excluindo as células parcialmente

seccionadas. Area média dos adipdcitos foi calculada.

Analise Estatistica

Os resultados estdo expressos em média * erro padrao (EP). As
comparacgdes entre os grupos foi feita por ANOVA de duas variaveis para grupos
independentes e complementadas com teste Tukey's post hoc. O software
SigmaPlot 11.0 (Systat Software Inc., San Jose, California, USA) foi usado para as

analises estatisticas. Diferencas foram consideradas significativas quando p < 0,05.

Resultados
Peso e gordura corporais

A figura 1 apresenta o consumo de ragao (g) dos animais, a figura 2
demonstra a evolugédo do peso desses animais (g) e na figura 3 estdo os valores de

indice de adiposidade (%) dos grupos C e HFD ao final de cada periodo. Os animais
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HFD6 e HFD24 consumiram maior quantidade de ragao comparados a C6 e C24,
respectivamente. A dieta hiperlipidica foi responsavel por causar um maior peso final
somente no grupo HFD24 em comparagdo a HFD6 e a C24. No entanto, o IA ja se
apresentou maior ao final de 6 semanas, com diferenga entre os grupos HFD6 em
relacdo a C6. Também foi maior nos animais HFD24 em comparacao a HFDG6 e

também a C24.
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Figura 1. Média do consumo semanal de ragéo (g) dos animais C e HFD ao longo de 6 e
24 semanas.

Comparacéo entre os grupos:

C6 x HFD6: p<0,001

C24 x HFD24: p<0,001

C6 x C24: p=0,732

HFD6 x HFD24: p=0,100
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Figura 2. Evolugdo de peso semanal dos animais C e HFD ao longo de 6 e 24
semanas.

Comparacgao entre os pesos finais dos grupos:

C6 x HFD6: p=0,996

C24 x HFD24: p<0,001

C6 x C24: p= 0,017

HFD6 x HFD24: p<0,001
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Figura 3. indice de adiposidade dos animais C e HFD ao final de 6 e 24 semanas.
Resultados apresentados em média + EP. *p<0,05

Medidas bioquimicas plasmaticas
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Nos animais HFD tratados por 6 semanas, houve um aumento nos niveis de
TG, glicose, insulina e leptina em comparacgéo ao grupo C. Essas mudancgas foram
também observadas no grupo HFD24 comparado a C24. No entanto, quando
comparamos animais submetidos a mesma dieta por tempos diferentes, somente a
leptina aumentou no grupo C24 em comparagao a C6 e em HFD24 comparado a

HFDG6.

Tabela 2. Valores plasmaticos de TG, FFA, glicose, insulina, leptina e adiponectina dos grupos C e HFD
ao final de 6 e 24 semanas.

Grupos

Variaveis C6 HFD6 C24 HFD24
TG (md/dL) 41,9 + 1,42 91,1 £ 3,5 51,6 + 1,9 100,7 + 2,8"°
FFA (mmol/L) 0,4 + 0,012 0,4 0,012 0,4 + 0,012 0,5+ 0,01"2
Glicose (mg/dL) 85,9 + 1,3 102,3 £ 0,9*° 96,9 + 0,12 117,3 £ 1,6™°
Insulina (ng/mL) 1,9+ 0,1%° 3,9+0,2"° 2,4 0,172 5,4 +0,2"°
Leptina (ng/mL) 2,5+0,1"° 6,2 +0,1"° 3,7 +0,3%2 13,9 + 0,4°°
Adiponectina (ng/mL) 19,4 + 0,9*° 11,4 +0,2*° 19,0 + 0,5™° 13,1 +£0,2%°

Dados expressos em média + EP.Letras mailsculas comparam duracdo de tratamento (6 vs. 24 semanas);
letras minudsculas comparam tipo de dieta (C vs. HFD). Letras diferentes indicam diferenga significativa (p <
0,05).

Teste oral de tolerancia a glicose (OGTT)

A figura abaixo mostra os valores de glicose sanguinea obtidos de cada grupo
no OGTT. Houve diferenca entre C24 comparado a HFD24 e entre HFD24 e HFDG6.
Com 6 semanas os animais apresentavam um quadro de resisténcia a insulina e

com 24 semanas um quadro de diabetes tipo 2.
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Figura 4. Teste oral de tolerancia a glicose (n=8 animais/grupo)

C6: dieta controle por 6 semanas; HFDG6: dieta hiperlipidica por 6 semanas; C24:
dieta controle por 24 semanas; HFD24: dieta hiperlipidica por 24 semanas

Area abaixo da curva (média + EP): C6: 9934,6 + 151,9; HFD6: 11069,6 + 227,0 ;
C24:12172,4 + 236,1; HFD24: 16081,4 + 384,6.

Comparagao entre os grupos (método Holm-Sidak):

C6 x HFD6: p=0,346

C24 x HFD24: p=0,002

C6 x C24: p= 0,067

HFD6 x HFD24: p=0,000

Adipocinas plasmaticas e no tecido adiposo

Os niveis de TNF-a e IL-6 no plasma e tecido adiposo estdo mostrados nas
figuras 5 e 6. Nao foram encontradas diferengas nos niveis plasmaticos dessas
citocinas quando comparamos tempo de tratamento ou tipo de dieta consumida. No

entanto, no tecido adiposo, os animais HFD24 apresentaram niveis elevados de

TNF-a e IL-6 quando comparados aos grupos C24 e HFDG6.
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Figura 5. Niveis plasméaticos de IL-6 nos animais C e HFD ao final da 6% e 24® semanas.
Resultados apresentados em média + EP. *p<0,05
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Figura 6. Niveis plasmaticos de TNF-a nos animais C e HFD ao final da 6% e 24? semanas.
Resultados apresentados em média + EP. *p<0,05
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Figura 7. Niveis de IL-6 no tecido adiposo epididimal nos animais C e HFD apoés 6 e 24
semanas. Resultados apresentados em média + EP. *p<0,05
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Figura 8. Niveis de TNF-a no tecido adiposo epididimal nos animais C e HFD apds 6 e 24
semanas. Resultados apresentados em média + EP. *p<0,05

Expressao génica do TLR-4
O consumo da dieta hiperlipidica aumentou a expressao génica do TLR-4 no

grupo HFD24 comparado ao C24. Essa diferenca nao foi observada nos animais

tratados durante 6 semanas (figura 9).
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Figura 9. Efeito da dieta hiperlipidica na expressdo do TLR-4 no tecido adiposo epididimal nos
animais C e HFD apos 6 e 24 semanas. Resultados apresentados em média + EP. *p<0,05
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Western Blot
A figura abaixo mostra a expressao protéica do TLR-4 no tecido adiposo epididimal.
Notamos que ao final de 24 semanas, os animais HFD24 apresentaram maior expressio do

receptor quando comparado a C24.
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Figura 10. Expressdo do TLR-4 no tecido adiposo epididimal nos animais C e HFD apds 6 e 24
semanas. Resultados apresentados em média + erro padréo (EP). *p<0,05

Na figura 11 temos a expressao protéica do fator transcricional NFkB no
tecido adiposo epididimal dos animais. Notamos que assim como o TLR-4, a
expressdo do NFkB aumentou ao final de 24 semanas no grupo HFD comparado a

C24.
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Figura 11. Expressado do NFkB no tecido adiposo epididimal nos animais C e HFD apés 6 e 24
semanas. Resultados apresentados em média + erro padrao (EP). *p<0,05

Analise histolégica
A tabela 3 apresenta a area média dos adipécitos de cada grupo, assim,
como as figuras mostram os cortes histolégicos do tecido adiposo. Os animais

HFD24 apresentaram maior média comparados a C24 e a HFDG.

Tabela 3. Area média dos adipécitos dos grupos C e HFD ap6s 6 e 24 semanas de tratamento.

C6 1004.39 + 30.5™° HFD 6 1425.57 + 28.1*2

C24  2866.39 + 154.9"° HFD 24 5080.31+ 122.%°

Dados expressos em média + EP. Letras maiusculas comparam duragao de tratamento
(6 vs. 24 semanas); letras mindsculas comparam tipo de dieta (C vs. HFD). Letras diferentes
indicam diferenca significativa (p < 0,05).
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Figura 12. Imagem dos adipdcitos na aumentativa de 40x. 12A - grupo C6; 12B- grupo HFDG6;

12C- grupo C24 e 12D- grupo HFD24.

Discussao

Esse estudo avaliou os parametros metabdlicos, marcadores inflamatorios
séricos e no tecido adiposo de ratos expostos a dieta rica em agucar e gordura. A
dieta causou alteragdes nos parametros inflamatérios, metabdlicos, e também na

composigao corporal, em uma resposta dependente do tempo de exposigao.
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Dietas hiperlipidicas estdo associadas com aumento de peso corporal e
obesidade (10, 11). O excesso de gordura corporal pode desencadear hipertenséo
arterial, bem como diversas alteragdes bioquimicas e hormonais: aumento de
glicemia, triglicerides, acidos graxos livres, leptina e uma diminuicdo da
adiponectina, juntamente com aumento da secrecgdo da insulina (28, 29), que juntas
caracterizam um quadro de sindrome metabdlica (SM). Outros achados laboratoriais
associados a SM que se encontram alterados sao os marcadores inflamatérios (30).
Na primeira avaliacdo do estudo, ao final de 6 semanas, observamos que os animais
HFDG6 apresentaram maior indice de adiposidade, aumento de glicemia de jejum,
TG, insulina e leptina, além de adiponectina reduzida. Esses resultados estao de
acordo com Vincent e colaboradores (2012), que reportou alteragcbes metabdlicas
apo6s 20 semanas de dieta hipercaldrica, incluindo aumento de perfil lipidico, glicemia
plasmatica e alteragcbes hormonais (31). Esse quadro reflete que um curto periodo
de consumo da dieta foi capaz de desenvolver SM, caracterizada pela alteragdo em
trés parametros: aumento de TG, indice de adiposidade, e resisténcia a insulina (RI).
Embora no OGTT os animais ndo tenham apresentado diferenga nas médias de
glicemia em comparagao aos C6, os valores de insulina estdo maiores, mostrando
um aumento na producao desse hormoénio pelos animais a fim de manter os valores
normais de glicemia. Outro parametro que confirma a Rl s&o os valores reduzidos de
adiponectina, que se correlacionam negativamente com a sensibilidade a insulina
(32, 33).

Com relagao ao tempo prolongado de exposi¢ao a essa dieta, 0 que podemos
observar foi um aumento expressivo do indice de adiposidade, juntamente com

aumento dos valores de leptina comparado ao periodo de 6 semanas. Somado a
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isso, ao final de 24 semanas, os animais HFD24 apresentaram além de um
agravamento no quadro metabdlico, maiores médias de glicemia no OGTT, o que
representa uma condigao de diabetes tipo 2.

Obesidade nao é caracterizada apenas pelo aumento dos niveis bioquimicos
e hormonais, sabe-se que uma dieta hiperlipidica também induz a um estado
inflamatorio (34), especialmente uma inflamacéo cronica de baixo grau (35, 36).
Esse estado inflamatdrio induzido pela obesidade é distinto da inflamacgao classica,
caracterizada pelos sinais de calor, rubor, tumor e dor (1). Essa resposta classica
esta uniformemente associada com aumento da taxa metabdlica basal e representa
uma resposta rapida do sistema immune a uma injuria ou infeccdo (37).
Normalmente, quando o insulto € removido ou neutralizado, a inflamagao é
resolvida. Por outro lado, o gatilho inflamatério na obesidade é a disfungao
metabdlica, causada pelo consumo excessivo de nutrientes, resultando numa
condicdo chamada de metainflamacao (1).

Um dos fatores responsaveis pela inflamacédo é a ativagado dos receptores
TLR-4, tanto pelos macréfagos quanto pelos adipécitos (12). Porém, poucos
trabalhos acompanham a evolugao da resposta inflamatéria por meio dessa via, ao
longo do tempo (9, 12, 34). N6s podemos observar que a dieta proposta nesse
estudo foi capaz de promover aumento na expressao do TLR-4 no tecido adiposo ao
final de 24 semanas. Podemos assim, afirmar que o TLR4 é um dos mecanismos
envolvidos na inflamacao decorrente da obesidade e que sua ativacdo depende de
um periodo prolongado de consumo de uma dieta desequilibrada.

A ativacao do TLR-4 acarreta em aumento na ativagao do fator transcricional

NFkB por meio da sua fosforilagdo, que culmina com a producgao das citocinas, como
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TNF-a e IL-6 (1). Nossos resultados confirmam a ativacdo dessa cascata
inflamatodria, visto que observamos um aumento do TLR-4, ativando NFkB, o que
resultou em niveis elevados de citocinas no tecido adiposo do grupo HFD24 e que
essa resposta foi dependente do tempo de consumo da dieta. Esse aumento de
citocinas nao atingiu niveis plasmaticos, em oposigao a estudos em humanos e ratos
geneticamente obesos, que mostram um aumento a nivel sistémico (38, 39). No
entanto, a literatura relata estudos com obesidade induzida por dieta que néao
encontraram aumento plasmatico de TNF-a em camundongos que receberam uma
dieta com 35% das calorias provenientes de gordura durante 10 semanas (40) ou
41.7% das calorias provenientes de gordura durante 16 semanas (39). De acordo
com esses dados, sugere- se que para a inflamacao atingir niveis sistémicos, é
necessaria uma produc¢ao constante e prolongada de citocinas pelo tecido adiposo.

Com uma sobrecarga nutricional, ocorre hipertrofia do adipdcito, o que leva a
um aumento da secrecgao de citocinas (41-43). Em nosso estudo, os animais HFD24
apresentaram adipocitos hipertrofiados € aumento de citocinas no tecido. O
consumo energetico excessivo induz o tecido adiposo a expandir rapidamente, pelo
maior acumulo de triacilglicerol, e assim, aumenta também o indice de adiposidade
(44-47). Esses resultados sado consistentes com nosso trabalho visto que os animais
expostos a HFD tiveram aumento do indice de adiposidade em 6 e 24 semanas. No
entanto, nés observamos hipertrofia apenas na 242 semana. Em contraste, Kwon e
colaboradores (2012) reportaram hipertrofia ja na segunda semana em
camundongos recebendo dieta hipercaldrica (48).

Assim, podemos concluir que a dieta hiperlipidica usada nesse estudo foi

capaz de alterar os parametros metabdlicos e gordura corporal num curto periodo de
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tempo, causando um quadro de sindrom metabdlica. No entanto, para a ativagéo do
TLR-4 e subsequente inflamagdo do tecido adiposo foi necessario de um tempo
maior de exposi¢cao a dieta, que foi também responsavel por agravar o quadro de

sindrome metabdlica que ja estava presente num primeiro momento.
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