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RESUMO

A obesidade é uma doenca metabodlica complexa que nao possui um
tratamento efetivo. Neste sentido, diversos estudos ja evidenciaram os efeitos
benéficos do 6mega-3 para a saude. Contudo, pouco é sabido sobre os efeitos do
6mega-3 no intestino. Assim, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da
suplementacdo com 6mega-3 nas alteracdes metabdlicas e intestinais observadas
na obesidade. Materiais e métodos: A obesidade foi induzida por 5 meses em 40
ratos Wistar por high fat diet (HFD) com 45% das calorias em lipidios. A partir do
4° més os animais foram divididos em 4 grupos (n=10 cada): |- Standard diet
(SD); ll- SD + 6mega-3; lllI- HFD e IV- HFD + 6mega-3. Os animais nos grupos SD
e HFD receberam 1 mL de solucéo salina diariamente e 0s animais nos grupos
SD + émega-3 e HFD + dmega-3 foram suplementados com émega-3 (1g9/Kg)
diariamente via gavagem. Foi mensurado a evolucdo de peso e o consumo de
racdo, além de paradmetros bioquimicos no sangue e andlises de estresse
oxidativo e inflamag&o no intestino. Os dados foram avaliados com ANOVA de
duas via e poés teste de Bonferroni, um valor de p < 0,05 foi considerado
significante. Aprovacdo CEUA/UFCSPA n° 232/13. Resultados: Os animais do
grupo HFD+O ganharam menos peso quando comparados aos animais do grupo
HFD sem suplementacdo, além de acumularem menos gordura abdominal e
epididimal. No grupo HFD+O também houve diminui¢do do indice de adiposidade,
indice de Lee e indice HOMA-IR, além de reducdo no colesterol total,
triglicerideos, LDL, VLDL e insulina plasmatica. No intestino, o grupo HFD+O
apresentou reducdo nas espécies reativas de oxigénio, lipoperoxidacao, atividade
das enzimas antioxidantes superoxido dismutase e catalase bem como menor
ativagao do NFkB e producdo de TNFa. Conclusbes: Esses resultados indicam
que a suplementacdo com dmega-3 possui um papel benéfico na atenuacdo das
alteracbes metabdlicas da obesidade assim como na reducdo do estresse
oxidativo e inflamacéo intestinal. Portanto, a suplementacdo com Omega-3
poderia ser utilizada como um adjuvante no tratamento da obesidade.
Palavras-chave: Obesidade; Acidos Graxos Omega-3; Intestino; Estresse

oxidativo; Inflamacéao.



ABSTRACT

Obesity is a complex metabolic disease that doesn’t have an effective
treatment. In this sense, many studies shown the benefic effects of omega-3 on
health. However, little known about the omega-3 effects in gut. Thus, the objective
this study was to evaluate the effects of omega-3 supplementation in metabolic
and intestinal changes observed in obesity. Materials and methods: Experimental
obesity was induced for 5 months in 40 male Wistar rats by high fat diet (HFD -
45% fat). From 4th month the animals were divided into 4 groups (n = 10 each): I-
Standard diet (SD); II- SD + omega-3; lll- HFD and IV- HFD + omega-3. Animals
in SD and HFD groups received 1 mL of saline solution daily and animals in
SD+omega-3 and HFD+omega-3 groups were supplemented with omega-3 (1
g/Kg) via gavage daily for 4 weeks. We evaluated: weight gain and feed intake,
biochemical parameters in plasm and markers of oxidative stress and
inflammation in gut. Data were analyzed by two-way ANOVA with Bonferroni post-
hoc. A p-value < 0.05 was considered statistically significant. The study was
approved by CEUA/UFCSPA, n°232/13. Results: The animals in HFD+O group
had a decreased weight gain compared to the HFD animals without
supplementation and less accumulation of abdominal and epididymal fat. In
supplemented group there was reduction of adiposity index, Lee index, HOMA-IR
index, total cholesterol, triglycerides, LDL, VLDL and plasma insulin. In gut,
supplementation with omega 3 reduced the reactive oxygen species,
lipoperoxidation, the activity of antioxidant enzymes superoxide dismutase and
catalase and the NFkB activation and TNFa production. Conclusions: These
results indicate that omega-3 supplementation plays a beneficial role in
attenuating metabolic changes in obesity and reducing oxidative stress and
intestinal inflammation. Therefore, of omega-3 supplementation could be used as

adjuvant in obesity treatment.

Key-words: Obesity; Omega-3 Fatty Acids; Oxidative Stress; Gut; Inflammation.
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1 INTRODUCAO

A obesidade é uma doenca metabodlica complexa. Sua etiologia é
atribuida a uma combinacdo entre fatores genéticos, epigenéticos, ambientais,
psicossociais e de estilo de vida (Gonzalez-Muniesa et al., 2017). Sua principal
caracteristica clinica € a inflamacédo crénica sistémica e de baixo grau causada
pela expansado do tecido adiposo branco bem como pelo depdsito ectopico de
gordura em tecidos ndo adiposos (Choe et al., 2016). Este estado inflamatorio
desempenha um papel critico no desenvolvimento de complica¢des associadas a
obesidade, como resisténcia a insulina, aterosclerose, diabetes mellitus tipo 2,
esteatose hepéatica e sindrome metabdlica (O’Rourke, 2009; Lumeng & Saltiel,
2011)

Nas ultimas décadas, o estilo de vida moderno e sedentario e a
alimentacdao rica em calorias, gorduras e agucares, associados ao envelhecimento
populacional tem aumentado consideravelmente a prevaléncia mundial de
obesidade. Assim sendo, a pandemia de obesidade € considerada um dos
maiores problemas de saude publica deste século. (Swinburn et al., 2011). A
obesidade e suas comorbidades associadas diminuem a qualidade de vida da
populacdo e promovem um impacto negativo sobre os sistemas publicos de
saude (Tremmel et al.,2017). Contudo, ndo existe um tratamento efetivo para a
obesidade, os procedimentos que trazem melhores resultados sdo a cirurgia
bariatrica ou a reducdo de peso associada a medicamentos inibidores do apetite.
Porém ambos com sérios efeitos colaterais e complicagbes de longo prazo.
Assim, o tratamento da obesidade continua a ser um grande desafio. (Kang &
Park, 2012).

Ha uma necessidade urgente de encontrar alternativas de prevencao e/ou
tratamento da obesidade que possam substituir ou atuar como um coadjuvante
dessas terapéuticas, uma vez que muitas delas sdo associadas a efeitos
adversos (Torres-Fuentes et al., 2013). Neste panorama, o acidos graxos poli-
insaturados do tipo dmega-3 € amplamente conhecido por seus diversos efeitos
benéficos para a saude humana (Siriwardhana et al., 2012). Ha4 décadas a sua
utilizagdo tem sido estudada em diversos contextos, inclusive na obesidade e na

sindrome metabdlica a ela associada. (Flachs et al., 2009; Gonzéalez-Périz et al.,
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2009; Martinez-Fernandez et al., 2015). Esses estudos apresentaram diversos
resultados animadores, o que emerge como uma possibilidade de melhoria das
condic@es clinicas da obesidade.

Contudo, sabendo-se que o intestino desempenha um papel importante
durante o desenvolvimento da obesidade induzida por dieta, visto que € nesse
Orgdo que os nutrientes ingeridos sdo absorvidos (Ding & Li, 2003; Araujo et al.,
2017). E considerando ainda, que durante o desenvolvimento da obesidade
ocorre alteracdo na composicao da microbiota intestinal (disbiose) e 0 aumento da
permeabilidade do epitélio intestinal, 0 que permite que as bactérias intestinais e
seus produtos, como o lipopolissacarideos (LPS) e toxinas, se transloquem e
ativem receptores do tipo Toll-like (TLRs). Tal fato promove uma cascata de
sinalizacao celular pré-inflamatéria, gerando a superproducdo de mediadores
inflamatorios e de espécies reativas de oxigénio (ROS), o que causa dano e morte
celular. Assim sendo, pouca atencao tem sido dada sobre os possiveis efeitos do
O6mega-3 especificamente neste 6rgdo. Alguns estudos ja avaliaram os efeitos do
6mega-3 no intestino, porém visando a melhor compreensao da fisiopatologia das
doencas inflamatérias intestinais, e nao dentro do contexto da obesidade
(Gobbetti et al., 2017; Ungaro et al., 2017). Portanto, € relevante que se estude os
efeitos do dGmega-3 especificamente neste 6rgdo. Assim, o objetivo deste trabalho
€ avaliar ndo somente os efeitos metabdlicos do édmega-3 no contexto da

obesidade, mas também de forma especifica no intestino.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 OBESIDADE

A obesidade é caracterizada pela inflamacao cronica sistémica e de baixo
grau gerada pela continua producdo de mediadores inflamatorios em
consequéncia da expansao do tecido adiposo branco (TAB) e do depdsito
ectopico de acidos graxos em tecidos ndo adiposos, como mausculo, figado e
pancreas, prejudicando assim a funcdo destes Orgdos (Choe et al.,, 2016;
Gonzélez-Muniesa et al.,, 2017). A obesidade estd intimamente associada a
sindrome metabdlica, que € caracterizada pela presenca de trés das seguintes
condic@es: hiperglicemia, obesidade abdominal, hipertenséo arterial, elevacdo dos
triglicerideos plasmaticos e reducdo do colesterol HDL (Alberti et al., 2009). Tal
fato, gera um grande impacto negativo na qualidade de vida das pessoas, pois
acarreta em disturbios do sono, problemas respiratérios, osteoartrite, diabetes
mellitus tipo 2, doencgas cardiovasculares, problemas psicossociais, alguns tipos
de cancer e até mesmo a infertilidade (O’Rourke, 2009; Lumeng & Saltiel, 2011).

A estimativa do grau de adiposidade é feita pelo indice de massa corporal
(IMC). O IMC calcula grosseiramente a adiposidade e identifica sobrepeso e
obesidade com base no peso do individuo expresso em quilogramas (kg) dividido
pela altura quadrada em metros (m?). A Organizacdo Mundial de Saude classifica
individuos com IMC acima de 25 Kg/m? com sobrepeso, IMC 2 30 Kg/m? como
obesos, e pessoas com IMC 2 40 Kg/m? séo classificadas como obesos morbidos.
Contudo, o IMC néo relata nem a composicdo corporal, nem a localizagdo do
excesso de gordura, nem as variagdes individuais em funcdo do sexo, etnia e
idade em termos de quantidade de massa magra (musculo). No entanto, mesmo
que o IMC seja uma ferramenta imprecisa, € a mais comumente utilizada, pois &
simples, pratica e sem custo (WHO, 2018).

A obesidade pode ser classificada em monogénica ou poligénica. A
obesidade monogénica é resultante de mutagbes um Unico gene e sao raras,
afetando cerca de 5% da populacao. Ela é caracterizada por obesidade extrema e
de inicio precoce. Em contraste, na obesidade poligénica cada polimorfismo leva
a uma variante que confere suscetibilidade, exigindo, porém, a presenca de
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fatores como estilo de vida e um ambiente obesogénico para determinar o
fenotipo obeso. Neste sentido, acredita-se que os habitos de vida sedentarios
associados as mudancas de comportamento alimentar, com a oferta ilimitada de
alimentos baratos, processados, palataveis, praticos e de alta concentracao
energética, atuando sobre genes de suscetibilidade sejam o determinante
principal do crescimento da obesidade no mundo. (Swinburn et al., 2011,
Albuquerqgue et al., 2015; Gonzalez-Muniesa et al., 2017)

A obesidade é atualmente um dos mais graves problemas de saude
publica. Sua prevaléncia vem crescendo acentuadamente nas Ultimas décadas,
inclusive nos paises em desenvolvimento, o que levou a doenca a condicdo de
epidemia do século 21. A obesidade € uma doenca metabdlica complexa que
atinge todas as idades, géneros e classes sociais, sobrecarregando o sistema de
saude com uma demanda crescente de atendimento as doencas crbnicas
relacionadas a obesidade (Finkelstein et al., 2009; NCD, 2016; Gonzalez-Muniesa
et al., 2017; Tremmel et al., 2017).

Contudo, apesar de politicas de saude publica para combater a epidemia
de obesidade, estudos epidemiol6gicos tém relatado numeros alarmantes desta
doenca (Ng et al., 2014; NCD, 2016). Dados da organizacdo mundial da salde
evidenciam que no ano de 2016 mais de 1,9 bilhdo de adultos maiores de 18 anos
tinham excesso de peso. Destes, mais de 650 milhdes de adultos eram obesos.
Projeta-se que cerca de metade da populacdo adulta do mundo estard com
excesso de peso ou obesidade até 2030 (WHO, 2016).

No Brasil, é crescente o numero de criancas, adolescentes e adultos com
sobrepeso e obesidade. Segundo dados da Organizagcdo Mundial da Saude
56,5% da populagédo adulta brasileira esta com sobrepeso e 22,1% obesa. Entre
criancas e adolescentes de 5 a 19 anos 28% estd com sobrepeso e 10,8% sé&o
obesos. Estes numeros mais que dobraram desde 1980 (WHO, 2016). Neste
cenario, destaca-se a cidade de Porto Alegre (RS) com mais de 50% da
populacao adulta com sobrepeso e 19,9% obesos (VIGITEL, 2016)

Em um estudo publicado em 2016 que avaliou o IMC de 19,2 milhdes de
participantes adultos (9,9 milhdes de homens e 9,3 milhdes de mulheres) em 200

paises concluiu que se as tendéncias pos ano 2000 continuarem, ndo apenas o
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mundo ndo atingird o objetivo global de travar o aumento da obesidade, assim
como até o ano de 2025, a prevaléncia global de obesidade atingira 18% nos
homens e superara os 21% nas mulheres (NCD, 2016). Neste panorama nada
favoravel, salienta-se ainda que o tratamento da obesidade € complexo e
multidisciplinar. Envolve intervencdes nos habitos de vida, como mudangas na
alimentacdo e a pratica regular de exercicio fisico, podendo necessitar de
medicacdo ou cirurgia bariatrica em alguns casos mais graves (ABESO, 2016).
Numerosas drogas terapéuticas, como a Fentermina, Dietilpropiona, Liraglutida,
Sibutramina e Lorcaserina, foram desenvolvidas para o tratamento da obesidade.
Estas exercem seus efeitos restringindo o apetite, controlando o metabolismo
lipidico e restringindo a ingestdo de energia. Contudo, nenhuma destas drogas foi
aprovada para uso em gestantes, pacientes com outras doencas ou em
populacbes pediatricas. Além disso, esses medicamentos mostraram resultados
insatisfatorios em termos de eficicia, seguranca e manutencéo a longo prazo da
perda de peso. Além de apresentarem efeitos colaterais importantes como fezes
oleosas, presséo arterial elevada, variacdo na frequéncia do pulso, dor de cabeca,
tonturas, nauseas e depressdo. Assim, as atuais opcdes de tratamento
farmacolégico anti-obesidade permanecem limitadas devido a fraca eficacia e a
presenca de grandes efeitos colaterais (Kang & Park, 2012). De tal modo, existe
uma necessidade urgente de encontrar alternativas para o tratamento da

obesidade.

2.2 FISIOPATOLOGIA DA OBESIDADE

A obesidade é uma doenca cronica e multifatorial que pode ser definida
basicamente como o resultado entre o aumento da ingestdo caldrica e a
diminuicdo do gasto energético. No entanto, o desenvolvimento da obesidade é
um processo muito mais complexo que envolve fatores socioeconémicos,
ambientais, psicologicos, comportamentais, além de genéticos e epigenéticos que
atuam por meio de vias que conectam o metabolismo com o sistema imune,

influenciando diretamente na ingestdo de alimentos, gasto energético e no
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deposito de gordura (Gregor & Hotamisligil, 2011; Swinburn et al., 2011; Williams
et al., 2015).

O mecanismo chave da fisiopatologia da obesidade é a inflamacéao
cronica sistémica e de baixo grau gerada pela hipertrofia e hiperplasia do tecido
adiposo branco (TAB) e pelo depdésito ectopico de acidos graxos em tecidos nao
adiposos (Gregor & Hotamisligil, 2011). Embora o gatilho exato desse processo
inflamatorio seja desconhecido, a infiltracdo de células imunolégicas (Huh et al.,
2014), a hipoxia do tecido adiposo (Reilly & Saltiel, 2017), a desregulacdo do
metabolismo de lipidios, glicose, nucleotideos e aminoacidos (Cummins et al.,
2014), o estresse do reticulo endoplasmatico (Kawasaki et al., 2012), o estresse
oxidativo (Marseglia et al., 2015) a disfuncdo mitocondrial (Bournat & Brown,
2010), a alteracdo da composi¢cao da microbiota intestinal (Tilg & Kaser, 2011) e a
ativacao de TLRs (Kim et al., 2012) foram identificados como fatores importantes
neste processo.

2.2.1 Disfungéo do tecido adiposo

Até o momento, foram caracterizados trés tipos de tecidos adiposos com
funcbes, localizacdo anatémica e fenoétipos diferentes: o tecido adiposo branco
(TAB), o tecido adiposo marrom e o tecido adiposo bege. O TAB é o principal
orgdo de estoque do organismo, € encontrado principalmente na regido
subcutanea e na regido visceral. Ja4 o tecido adiposo marrom esta localizado
principalmente na regido interescapular. Ele é caracterizado por multiplas
goticulas de lipidios, sendo bem vascularizado e rico em mitocéndrias. A sua
principal funcdo é a regulacdo térmica por meio da geragéo de calor mediada pela
oxidacao lipidica. O mais recente tecido adiposo identificado € o tecido adiposo
bege. Os adipocitos beges foram encontrados em alguns depdsitos de TAB, mas
exercendo caracteristicas funcionais e moleculares semelhantes aos adipdcitos
marrons. E sabido que a exposicdo ao frio induz ao remodelamento dos
adipécitos brancos para adipocitos bege, a fim de gerar calor por meio da
termogénese. Esse remodelamento fenotipico vem sendo estudado como uma

alternativa de amenizar/tratar a obesidade (Hildebrand et al., 2018).
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Contudo, o TAB é o que realmente desempenha um papel fundamental
na patogénese da obesidade e nas suas complicacdes associadas. O TAB é o
principal 6érgdo de armazenamento do organismo, acumulando o excesso de
energia sob a forma de triglicerideos, que podem ser mobilizados sob condi¢cbes
de privacdo de energia (Choe et al., 2016). Além disso, o TAB atua como um
importante 6rgdo enddcrino liberando uma ampla gama de moléculas chamadas
adipocinas, que exercem acao endodcrina no organismo. As adipocinas estdo
envolvidas na regulacdo de muitas fungdes fisiologicas, incluindo o peso corporal
(leptina), metabolismo vascular (PAI-1), metabolismo da glicose e sensibilidade a
insulina (adiponectina) e no padrao de secrecdo de adipocinas pro-inflamatorias,
como a proteina quimioatrativa de monocitos (MCP-1), interleucinas (IL) 8, IL-6,
IL-1 e fator de necrose tumoral alfa (TNFa) e interleucinas anti-inflamatérias como
a IL-10 (Wozniak et al., 2009).

Em individuos magros e saudaveis, o TAB apresenta adipdcitos
pequenos e sensiveis a insulina, sendo habitado por linfocitos T helper do tipo 2
(Th2), linfocitos T regulatorio (Treg), linfécitos natural killer (NK) e eosindfilos que
contribuem para a ativagdo de macrofagos do tipo M2 (anti-inflamatério) por meio
da secrecéo de IL-4 ou IL-10, mantendo assim a homeostase local. Em contraste,
durante o balanco energético positivo presente na obesidade, os adipdcitos
sofrem hipertrofia e hiperplasia para armazenar o excesso de nutrientes ingeridos.
Esse processo € acompanhado por hipdxia, necrose, infiltrado de células
imunoldgicas tais como neutrdfilos, linfocitos T helper do tipo 1, linfocitos B e
mastocitos que induzem a ativacdo de macréfagos com fendtipo M1 (pré-
inflamatoério) por meio da alteracdo no padrdo de secre¢do de adipocinas.
Consequentemente, as células imunoldgicas recrutadas secretam mais citocinas
inflamatorias, o que perpetua um ciclo vicioso que leva o TAB a um estado pro
inflamatorio constante (Tateya et al., 2013; Huh et al., 2014; Reilly & Saltiel,
2017).

Durante o processo de hipertrofia e hiperplasia dos adip6citos o TAB
passa por uma reprogramacao metabolica que inclui uma maior producédo de
leptina. Essa superprodugdo € responsavel por iniciar uma resisténcia em seus

receptores centrais, a0 mesmo tempo em que aumenta a atividade pro-



19

inflamatoria, estimulando a angiogénese, vasoconstricdo, agregacao plaqguetéaria e
ativacdo das células do sistema imunoldgico. Assim sendo, a obesidade é
frequentemente associada a resisténcia a leptina e hiperleptinemia, enquanto a
concentracdo de adiponectina € diminuida, estando intimamente relacionada com
a resisténcia a insulina (Tateya et al., 2013; Huh et al., 2014; Reilly & Saltiel,
2017). Além dessas respostas inflamatérias, e também por consequéncia delas,
existe uma producdo aumentada de proteinas desdobradas no TAB que leva ao
estresse do reticulo endoplasmatico. Tal fato amplifica ainda mais o sinal
quimiotatico e pro-inflamatorio. Ou seja, o0 estresse do reticulo também
desempenha um papel importante na disfuncdo do TAB observado na obesidade
(Kawasaki et al., 2012).

A disfuncdo mitocondrial causada pela secrecdo desregulada de
adipocinas, defeitos na oxidacdo de acidos graxos, aumento da producdo de
espécies reativas e alteracdo no metabolismo da glicose também esta associada
a disfuncdo do TAB. Assim, a disfuncdo mitocondrial tem sido implicada na
patogénese de uma variedade de doencas, incluindo obesidade e suas doencas
associadas (Bournat & Brown, 2010; Cummins et al., 2014)

A ativacdo dos TLR pelos &cidos graxos livres, pelo LPS e também pelo
inflamassoma induz a produgéo de citocinas pro-inflamatorias e o recrutamento
de células imunes. (Fresno et al., 2011; Kim et al., 2012) A ativacdo dos TLR e do
fator nuclear kappa B (NFkB) sdo considerados os mecanismos chave da
inflamac&o cronica do tecido adiposo. A via de sinalizacdo do NFkKB desempenha
um papel crucial na iniciacdo e amplificacdo da inflamacao através da modulacéo
de multiplos mediadores inflamatérios. (Vitseva et al., 2008)

Contudo, embora inicialmente, esse processo inflamatorio pertenca ao
TAB, as células imunes proé-inflamatérias recrutadas amplificam a resposta
inflamatoria através de interacdes célula a célula e de adipocitos com outras
células imunes, o que induz a inflamacao cronica e sistémica. Afetando diferentes
orgaos, como figado e musculo esquelético e causando disturbios metabdlicos,
incluindo resisténcia a insulina, doenca hepatica gordurosa nao alcodlica e
sindrome metabdlica. (Xu et al., 2003; O’Rourke, 2009; Lumeng & Saltiel, 2011;

Zand et al., 2017). Esta inflamacao sistémica é descrita como "Meta inflamacéo” e
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€ caracterizada por uma doenca inflamatéria de baixo grau e de longo prazo
desencadeada por superdvit metabolico (Li et al., 2017).

2.2.2 Obesidade e estresse oxidativo

As espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN) sdo moléculas
altamente reativas e transientes que exercem um importante papel no organismo.
Embora a elevacao transitoria destes estimulos seja essencial para a regulacao
de diversos processos fisiologicos celulares, tais como sinalizacdo celular e
fagocitose, se os estimulos estressores forem persistentes e/ou excederem a
capacidade de defesa do organismo, instala-se o processo de estresse oxidativo.
A cronicidade do processo de estresse oxidativo € prejudicial para as células, pois
provoca danos em proteinas, lipidios e ao acido desoxirribonucleico (DNA), além
de estar relacionado como o desenvolvimento de diversas doengas. (Valko et al.,
2007).

Atualmente é sabido que o estresse oxidativo associado a inflamacédo
cronica desempenha papel crucial no desenvolvimento da obesidade e de suas
comorbidades associadas. Muito embora seja dificil estabelecer a sequéncia
temporal da sua relagdo. Em outras palavras, o quadro classico presente na
obesidade: com a presenca de inflamacao cronica, hiperleptinemia, resisténcia a
insulina, hiperglicemia, injuria tecidual, presenca de acidos graxos livres,
deficiéncia de vitaminas e minerais e disfungcdo mitocondrial e endotelial levam a
producéo exacerbada de espécies reativas (Manna & Jain, 2015). Essas espécies
reativas ativam o NFkB, que é redox sensivel, desencadeando a liberacdo de
citocinas inflamatérias, que por sua vez aumentam a producdo de espécies
reativas, estabelecendo assim um circulo vicioso prejudicial ao organismo que
acarreta em injuria tecidual, resisténcia a insulina, desordens do sono, diabetes
dentre outras comorbidades (Figura 1) (Ferndndez-Sanchez et al., 2011; Bryan et
al., 2013).

Neste sentido, os individuos obesos apresentam maior susceptibilidade
ao dano oxidativo. Isso porque, a obesidade além de aumentar a producdo de

espécies reativas, também cursa com a diminuicdo das defesas antioxidantes,
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incluindo superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e catalase
(CAT), vitamina A, vitamina E, vitamina C e B-caroteno. (Amirkhizi et al., 2007)

Obesidade
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¥

Obesidade
Disfuncdo mitocondrial
Estresse do reticulo endoplasmatico , \

Ativacdo de Toll like receptors
Ati\.r’at;ﬁo de inflamassoma Inflamagdo — Estresse
Acidos graxos livres cronica oxidativo
Resisténcia a insulina
Hiperglicemia
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Deficiéncia de vitaminas e minerais

9
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Resisténcia a Q

, Inflamacdo
insulina
| 2 &
Distlrbios Disfuncdo | Cancer I
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Figura 1. O dogma central da fisiopatologia da obesidade. A medida que o
tecido adiposo branco se expande para armazenar 0 excesso de nutrientes vindos da
alimentacdo, os adipécitos geram niveis crescentes de mediadores pro-inflamatérios.
Este processo acarreta em inflamacao crbnica e sistémica, com recrutamento de células
imunoldgicas, estresse do reticulo endoplasmatico, ativacdo de toll like receptors,
ativagcdo de inflamassomas, presengca de acidos graxos livres, hiperleptinemia,
hiperglicemia, resisténcia a insulina, disfungdo mitocondrial e deficiéncia de vitaminas e
minerais. Estes estdo intimamente relacionados com a geragdo de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio e consequentemente, o0 estresse oxidativo. O estresse oxidativo per
se conduz a resisténcia a insulina, doengas cardiovasculares, disfungéo hepatica e renal,
distarbios do sono, alguns tipos de cancer e inflamag&o. Desta forma, forma-se um ciclo
vicioso entre a geracdo de mediadores pro-inflamatérios e a producdo de espécies
reativas que acarretam em diversos danos ao organismo. Adaptado de: Manna & Jain,
2015.

De tal modo, esta integracdo redox-inflamatoria presente na obesidade
representa um grande desafio para o seu tratamento, mas também uma grande

oportunidade. Visto que os estudos avancam em busca de alternativas para tratar,
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amenizar e/ou prevenir a obesidade visando alvos presentes na cascata de

sinalizacdo redox-inflamatoria (Bryan et al., 2013; Savini et al., 2013).

2.2.3 O papel do intestino e da sua microbiota

O intestino é basicamente um tubo oco com cerca de 7 a 8 metros de
comprimento. Estruturalmente, o trato gastrointestinal humano (intestino delgado
e intestino grosso) é composto por uma monocamada de células epiteliais unidas
por juncbes apertadas, formando uma barreira de protegdo que separa o
ambiente externo do contetdo do limen intestinal (Madara, 1990; Turner, 2009)

O intestino possui funces importantes, tais como a digestdo, absorcao de
nutrientes, absorcdo de agua e ions, producdo de muco, secrecdo do hormonio
secretina e excrecdo de residuos nao digeriveis. No entanto, para que a funcéo
intestinal ocorra de maneira adequada, o perfeito funcionamento da barreira
intestinal € de vital importancia. Isto depende ndo somente da barreira formada
pelas células epiteliais intestinais, mas também do conjunto: células epiteliais,
presenca de uma microbiota intestinal saudavel, producdo de muco e pelas
células imunes. Em suma, a presenca de uma microbiota intestinal saudavel,
impede que microrganismos patogénicos se instalem. A presenca de muco forma
uma barreira mecanica, e a presenca de células imunoldgicas e da secrecdo de
Imunoglobulina A (IgA) formam uma barreira imunoldgica. Desta forma, o intestino
funciona como um filtro, ou seja, com permeabilidade seletiva, permitindo a
absorcao de nutrientes e impedindo a penetracdo de microrganismos patogénicos
e de suas toxinas, como por exemplo, o LPS das bactérias Gram-negativas
(Baumgart & Dignass, 2002; Turner, 2009).

Ja faz alguns anos que a microbiota intestinal tem estado em evidéncia no
mundo cientifico. Consequentemente, evidenciou-se a sua participagdo em
diversos contextos fisiolégicos e patolégicos. A microbiota intestinal compreende
principalmente bactérias. No entanto, virus, fungos e protozoarios também estao
presentes. A microbiota intestinal contém trilhdes de células bacterianas, 10 vezes
mais células que o numero de células que constituem o corpo humano. A maioria

das bactérias presentes no intestino sdo pertencentes aos filos Firmicutes e
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Bacteroidetes que possuem uma relacéo simbiodtica com o hospedeiro humano. O
hospedeiro contribui com os nutrientes necesséarios para a sobrevivéncia das
bactérias, que, por sua vez, auxiliam o hospedeiro na absor¢cédo de nutrientes dos
alimentos, por exemplo, convertendo fibras dietéticas indigeriveis em acidos
graxos de cadeia curta, como butirato, propionato e acetato; fornecendo protecéo
contra agentes patogénicos por meio de competicdo pelos nutrientes; além de
fornecer sinais de vigilancia imunolégica constante. (Ding et al., 2003; Owyang &
Wu, 2014; Frosali et al., 2015).

Atualmente, é sabido que alteracbes na composicdo da microbiota
intestinal (disbiose), bem como altera¢des na permeabilidade do epitélio intestinal,
estdo envolvidos em inumeras doencas intestinais e extra-intestinais, como
diabetes, doencas cardiovasculares e obesidade (Owyang & Wu, 2014; Gérard,
2016). Neste sentido, a alguns anos foi evidenciado que o desenvolvimento da
obesidade esta associado com alterac6es na composi¢cao da microbiota intestinal.
Camundongos livres de germes (germ free) sdo resistentes a obesidade induzida
pela dieta. No entanto, o transplante da microbiota intestinal de camundongos
obesos para o camundongo germ free também transfere o fen6tipo metabdlico da
obesidade (Garcia-Lafuente et al., 2001). Além disso, a obesidade aumenta a
permeabilidade da barreira intestinal, o que resulta em niveis mais elevados de
LPS na circulagdo. O LPS derivado do intestino pode iniciar uma cascata
inflamatoria através da ativacdo de TLRs. Assim, o LPS derivado das bactérias
intestinais € um importante gatilho inflamatério na fisiopatologia da obesidade
(Frosali, et al., 2015). Soma-se a isso o fato de que a microbiota intestinal se
comunica de maneira bidirecional com o sistema nervoso central. Participando
ativamente da regulagcdo da fome e do peso corporal. A disbhiose aumenta a
eficiéncia da absorcdo de energia dos alimentos, modifica a permeabilidade
intestinal, interfere na liberacdo de hormdnios intestinais e induz o estresse
oxidativo e a inflamacao (Solas et al., 2017).

Assim sendo, o intestino tem papel fundamental no modelo experimental
de obesidade induzida por dieta, pois € nele que ocorre a absorcdo destes
nutrientes (Araujo et al., 2017). No entanto, a maioria dos estudos sdo focados no

TAB, 0 que nédo é surpreendente, dado o fato de que o TAB € o principal 6rgao
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envolvido na patogénese da obesidade. Contudo, uma vez que o intestino
contribui para uma extensdo significativa do gasto diario de energia do
metabolismo, além de possuir fungdes vitais para o organismo, é relevante que se

estude os efeitos da obesidade também sobre este 6rgéo.

2.3 ACIDOS GRAXOS POLI-INSATURADOS

Os éacidos graxos sédo classificados em acidos graxos de cadeia curta
(menos que 6 carbonos), média (entre 6 e 12 carbonos) ou longa (mais de 12
carbonos) dependendo do numero de atomos de carbonos presentes em sua
estrutura quimica. Sao classificados também de acordo com o niamero de duplas
ligacbes presentes na sua cadeia de hidrocarbonetos em acidos graxos
saturados, monoinsaturados e poli-insaturados. Os saturados n&o possuem
duplas ligagBes em sua estrutura quimica, 0s monoinsaturados contém uma dupla
ligacdo, ja os poli-insaturados possuem mais de uma dupla ligacdo. Dentre os
principais representantes dos acidos graxos poli-insaturados (AGPI) temos o
Omega-3 e 0 6mega-6, nomenclatura essa baseada na posi¢céo da primeira dupla
ligacdo a partir do carbono metil final da molécula (Pompéia, 2002).

Os AGPI bmega-3 e 6mega-6 sao considerados acidos graxos essenciais
pois sdo imprescindiveis para o funcionamento do organismo e porgue nhao
podem ser sintetizados pelo mesmo, sendo necessaria sua ingestao por meio da
dieta. De tal modo, a deficiéncia de 6mega-6 esta associada principalmente a
problemas dérmicos. Enquanto o 6mega-3 € essencial para o desenvolvimento do
sistema nervoso central e para a visdo. Além disso, os AGPI possuem papel
crucial na biologia das membranas, conferindo fluidez, flexibilidade e
permeabilidade seletiva e também nos processos de sinalizacdo celular da
maioria dos organismos vivos (Pompéia, 2002).

Os AGPI essenciais fazem parte da nossa dieta desde o inicio da vida
humana. Antes da revolugdo agricola, os seres humanos evoluiram consumindo
uma dieta que continha quantidades pequenas e aproximadamente iguais de
AGPI do tipo dmega-6 e dmega-3 (proporcdo de 6mega-6/6mega-3: 1-4:1). No

entanto, ao longo dos ultimos 150 anos houve grandes mudan¢as no padrédo
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alimentar humano. O consumo de acidos graxos ©Omega-6 aumentou
consideravelmente. Este aumento € oriundo da producao industrial de alimentos e
também da alimentacdo dos animais para consumo humano com uma dieta rica
em graos fontes de 6mega-6. Tal fato aliado ao menor consumo de peixes, maior
fonte de dmega-3, sdo a origem das mudancas no padrdo metabolico humano
nas sociedades ocidentais. Hoje, a dieta ocidental é muito rica em édmega-6 e a
proporcao de 6mega-6/6mega-3 aumentou até 20-30:1. (Simopoulos, 1999).

Apos a ingestao, os lipidios da dieta, incluindo o 6mega-3 e 6mega-6, sao
hidrolisados no Iimen intestinal. Os produtos de sua hidrélise, os monoglicerideos
e 0s acidos graxos livres sdo entdo incorporados em micelas e absorvidos pelos
enterocitos. Dentro das células intestinais, o0s acidos graxos livres sao
incorporados aos quilomicrons e entram na circulacdo sanguinea. Uma vez na
circulagdo as lipoproteinas circulam pelo corpo, fornecendo lipidios a diversos
orgdos (Jones et al., 2014).

2.3.1 Metabolismo dos acidos graxos poli-insaturados

Os precursores para a sintese de AGPI das séries 6mega-6 e 6mega-3
em mamiferos sao acido linoleico e acido a-linolénico, respectivamente. Embora o
acido linoleico e o &cido linolénico deem origem a diferentes metabdlitos, as
enzimas envolvidas no seu metabolismo sdo as mesmas (Figura 2). O &cido
linoleico e acido a-linolénico competem pela enzima A6-dessaturase, que é a
enzima chave do metabolismo destes acidos graxos. Contudo, o substrato
preferido para A6-dessaturase € o acido a-linolénico, mas, como o acido linoleico
€ muito mais prevalente na maioria das dietas humanas o metabolismo dos
acidos graxos 6mega-6 acaba por ser o mais favorecido (Flachs et al., 2009;
Calder, 2017).

Em termos gerais, o acido araquidonico (AA), as prostaglandinas da série
2 e os tromboxanos e leucotrienos da série 4 produzidos durante o metabolismo
do 6mega-6, tipicamente exercem efeitos inflamatdrios, aterogénicos e proé-
trombaticos, além de estarem envolvidos em reacfes alérgicas e na proliferacéo e

crescimento tumoral. Enquanto que o acido eicosapentaenoico (EPA) e o acido
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decosahexaenoico (DHA), ambos produzidos durante o metabolismo do 6mega-3,
possuem atividade anti-inflamatéria. EPA d& origem a prostaglandinas da série 3
e tromboxanos e leucotrienos da série 5, estes com atividade inflamatoria menor
que os produzidos a partir do AA, e também as resolvinas da série E. Do DHA séao
produzidos resolvinas da série D, protectinas e maresinas (Siriwardhana et al.,
2012; Calder, 2014). Esses metabdlitos derivados de EPA e DHA, coletivamente
chamados de mediadores lipidicos pré-resolucdo, possuem importante papel na

resolucao da inflamacao (Schwab et al., 2007; Serhan, 2014).
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Figura 2. Metabolismo dos é&cidos graxos dmega-6 e 6mega-3. Acido
linoleico e acido a-linolénico sdo os precursores dos acidos graxos poli-insaturados
Omega-6 e 6mega-3, respectivamente. Estes competem pela enzima A6-dessaturase. O
acido linoleico é convertido em acido araquidénico e o acido a-linolénico é convertido em
EPA e DHA. Os eicosandides derivados do acido araquidénico sdo pro-inflamatérios,
enquanto que os derivados de EPA apresentam menor atividade inflamatéria. Os
metabdlitos de EPA e DHA, como resolvinas e protectinas possuem papéis importantes
na resolucéo da inflamacgédo. Fonte: Kalupahana et al., 2010.
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De fato, a prevaléncia de doencas metabdlicas em que a inflamacéo
exerce um componente central na sua patogénese, incluindo diabetes mellitus
tipo 2, dislipidemia, hipertensdo e doencas cardiovasculares, estdo intimamente
relacionadas ao aumento da ingestdo de 6mega-6 com diminuicdo do omega-3
encontrado na atual dieta humana (Mori et al., 1999; Calder, 2014). Evidenciou-se
que a alta ingestdo de acidos graxos 6mega-6 muda o organismo de um estado
fisiolégico para um que é pro-tromboético e pré-agregatoério, caracterizado pelo
aumento da viscosidade sanguinea, vasoespasmo e vasoconstricdo (Simopoulos,
1999). Assim sendo, o aumento da ingestdo de 6mega-3 a partir de suplementos
€ uma alternativa viavel, considerando o atual estilo de vida da populacdo, para
suprir as necessidades diarias de ©6mega-3 e consequentemente
amenizar/reverter o quadro inflamatério associado a diversas doencas

metabolicas (Torres-Fuentes et al., 2013; Polus et al., 2016).

2.3.2 Omega-3

Os AGPI do tipo 6mega-3 sdo caracterizados por ter a primeira dupla
ligacdo entre os carbonos numeros 3 e 4 contando o carbono metil terminal como
0 numero um. O Omega-3 é representado pelo &cido a-linolénico, &cido
eicosapentaenoico (EPA) e o acido decosahexaenoico (DHA). (Figura 3)
(Pompéia, 2002).
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Figura 3. Estrutura quimica do acido a-linolénico, EPA e DHA. Fonte:
TutorVista.com.
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A primeira evidencia do importante papel do AGPI do tipo 6mega-3 foi
derivada de observacbes epidemiolégicas da baixa incidéncia de doencas
autoimunes e inflamatérias como asma, psoriase e diabetes mellitus tipo 1, bem
como a completa auséncia de esclerose multipla em uma populacéo de esquimos
da Groenlandia. Descobriu-se, que o fator de protecdo era promovido pelo
Omega-3 presente em grande quantidade em alguns peixes de regides frias,
principalmente salméo, atum e truta, muito consumidos pelos esquimoés.
(Kromann & Green,1980)

Ha décadas, o metabolismo do AGPI édmega-3, tém sido alvo de muitos
estudos. Hoje sabemos que o 6mega-3 exerce uma grande variedade de efeitos
bioldgicos, sendo essencial para o crescimento e desenvolvimento normais, além
de desempenhar um papel importante na prevencdo e tratamento da doenca
arterial coronariana, hipertensdo, diabetes, resisténcia a insulina, depressao,
artrite, diversas doencas inflamatorias e autoimunes e cancer (Simopoulos, 1999;
Siriwardhana et al., 2012). Atualmente o 6mega-3 € amplamente conhecido pelos
pesquisadores e pela comunidade em geral, por seus efeitos benéficos na
reducdo dos triglicerideos, na protecdo cardiovascular e por suas acfes anti-
inflamatérias (Mori et al., 1999; Flachs, et al., 2009; Calder, 2014).

Um dos principais mecanismos anti-inflamatérios exercido pelo 6mega-3 é
por meio da inibicAo competitiva exercida pelo seu metabdlito EPA com o AA pela
enzima ciclooxigenase (COX), que produz eicosanoides pro-inflamatoérios.
Quando EPA é submetido a oxidacdo pela COX, prostaglandinas da série 3, com
baixa atividade inflamatoria sdo geradas enquanto que o AA gera prostaglandina
da série 2 altamente pro-inflamatéria. Além disso, como EPA é estruturalmente
semelhante ao AA, o EPA também pode competir com AA pela incorporacdo aos
fosfolipidios das membranas celulares, garantindo fluidez a membrana (Gillies et
al., 2012; Calder, 2017).

Outro importante mecanismo pelo qual o dGmega-3 exerce seus efeitos
anti-inflamatoérios € por meio da reducdo da ativagdo do NFkB. Este fator de
transcricdo € um potente indutor da producdo de citocinas pro-inflamatorias,
incluindo a IL-6 e o TNFa, ambos diminuidos por EPA e DHA e seus mediadores

lipidicos pro-resolucao (Siriwardhana et al., 2012; Calder, 2014; Serhan, 2014).
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Além dessas importantes acdes anti-inflamatérias, o 6mega-3 também
demostrou ser capaz de realizar imunomodulacdo. O émega-3 e seus metabdlitos
ativos sao incorporados na membrana das células imunes, dessa forma afetando
a fagocitose, a sinalizacdo das células T e a capacidade de apresentacdo do
antigeno (Calder, 2007).

Soma-se a isso, que o 6mega-3 também possui atividade antioxidante. No
estudo de Richard e colaboradores (2008) foi caracterizada a acdo antioxidante
do 6mega-3. Neste estudo, a suplementacdo de células endoteliais adrticas
humanas com 6mega-3 resultou em menor formacdo de ERO em comparacao
com células suplementadas com &cidos graxos saturados, monoinsaturados ou

poli-insaturados da série 6mega-6 (Richard, et al., 2008).

2.3.3 Omega-3: efeitos na obesidade

O 6mega-3 também chamou a atencdo por sua capacidade de regular o
peso e a composicdo corporal, prevenindo a obesidade e a sindrome metabdlica
a ela associada. O émega-3 € capaz de melhorar a inflamacéo de baixo grau
proveniente do tecido adiposo e induzir mudancas no padrdo de secrecao de
adipocinas, resultando em uma melhora do metabolismo geral (Flachs et al.,
2009; Kalupahana et al., 2010; Moreno-Aliaga et al., 2010).

Neste sentido, em um estudo com humanos com sobrepeso e hipertensao
foi evidenciado que a ingestdo de peixe (rico em 6mega-3) aliado a uma dieta
com restricdo de energia e gordura tem beneficios significativos sobre o peso
corporal, metabolismo da glicose, insulina e metabolismo lipidico, aumentando o
colesterol HDL e diminuindo os triglicerideos (Mori et al., 1999). O 6mega-3
também mostrou modular a adipogénese (Kim et al., 2006), suprimir a lipogénese
(Perez-Echarri et al., 2009) e induzir a beta-oxida¢cédo de acidos graxos (Flachs et
al., 2005; Guo et al., 2005) em 6rgdos chave para o metabolismo, como o
intestino delgado (van Schothorst, et al., 2009), masculo esquelético, figado e o
TAB (Flachs et al., 2005). Essas acdes sdo mediadas pela ligagdo do 6mega-3
com o receptor ativado por proliferadores de peroxissoma gama (PPAR-y) que

controla a sinalizacdo celular inflamatéria e os padrbes de expressdo génica



30

envolvidos no metabolismo oxidativo (Flachs et al., 2005; Gillies et al., 2012); pela
modulagcdo da atividade de AMPK, regulando assim a via de sinalizagcdo da
insulina (Lorente-Cebrian et al., 2009); por meio da ligacdo do dmega-3 com o
receptor acoplado a proteina G-120 (GPR120), o que promove acao anti-
inflamatéria e aumento da sensibilidade a insulina (Oh et al., 2010); e também
pela inibicdo da ativacao do inflamassoma NLRP3 (Yan et al., 2013).

Além disso, conforme revisado por Costantini e colaboradores, o 8mega-3
exerce efeitos significativos sobre a composicdo da microbiota intestinal. Dessa
forma, influenciando no retorno da homeostase intestinal em situagées como
ganho de peso e obesidade, resisténcia a insulina, aumento da permeabilidade
intestinal, dieta rica em gordura, doencas inflamatorias intestinais e depressao.
Por todas essas acdes, o dGmega-3 pode ser considerado como um prebidtico,
capaz de restaurar a eubiose intestinal em diversas condi¢Bes patologicas.
(Costantini et al., 2017). EPA e DHA também atuam na preservacdo da
integridade da barreira intestinal através da atenuacdo do aumento da
permeabilidade do epitélio intestinal induzida por citocinas inflamatorias (Li et al.,
2008).

2.3.4 Mediadores lipidicos pro-resolucéo

Nos ultimos anos, um enorme avango na compreensao das abrangentes
acOes anti-inflamatérias do 6mega-3 foi a descoberta e elucidacdo das estruturas,
acOes e mecanismos de acdo dos chamados mediadores lipidicos pré-resolucéo
produzidos a partir de EPA e DHA. Estes mediadores incluem as resolvinas da
série E produzidas a partir de EPA e as resolvinas da série D, protectinas e
maresinas produzidas a partir de DHA (Figura 4). Esses mediadores lipidicos, de
forma contraria aos seus substratos metabodlicos EPA e DHA, exercem as suas
acoes bioldgicas benéficas em concentracdo nanomolar (Serhan, 2014).

Os mediadores lipidicos pro-resolugdo atuam ndo apenas como "sinais de
parada" da resposta inflamatoria, contra regulando os mediadores quimicos pro-
inflamatorios, reduzindo a magnitude e a duracdo da inflamacdo; mas também

como facilitadores da capacidade dos macréfagos para eliminar as células
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apoptoéticas e migrar para os ganglios linfaticos periféricos, acelerando assim a
‘limpeza” dos sitios de inflamacao e estimulando a reepitelizacio, cicatrizagao de
feridas e a regeneracao de tecidos, ou seja, 0 retorno a homeostase (Schwab et
al., 2007; Buckley et al., 2014).

EPA DHA DHA
ql § l A\ COH l
§ ¥ oox 2k
Ho,C~~  18HPETE ¢ VY Macrophage
HO0'Y  17HpDHA
\ A
/ /WCOZH / \ l
COH \=AAN 05—\, og & ) A
( RE3 HO OH Y CO.H AN l)' { . {[
( o YR VN (o 7\ Po |
P ' Ho" = \ o/ w2 COH
r { -COH / e HO A~ COH :
{ W N, 2 A OH 165,17S-epoxide-protectin  13S,14S-epoxy-maresin
HO_ - RvE2 M/ COH P e
Y N RDE i ¢
OH HO = Y _ AN
A RvD1 O / A\ K i I .oH
Ao HOWA ~ w2 AN B oo yon TN /\f )
Uiy | L /\ I\/\JN » / (
Co,H ( Y I\
RVE1 RD2 wo = Ho RVD3 — OH b
LN Protectin D1 (PD1) / Maresin1 2
Neuroprotectin D1 (NPD1) (MaR1)
E-series resolvins D-series resolvins Protectins Maresins

Figura 4. Geracdo dos mediadores lipidicos pro-resolucdo. Durante o
metabolismo do émega-3 sdo gerados mediadores quimicos com atividade anti-
inflamatodria. Estes potentes mediadores sdo denominados de mediadores lipidicos pro-
resolucdo. Do EPA séo gerados as resolvinas da série E, do DHA sédo geradas as
resolvinas da série D, protectinas e maresinas. Fonte: Serhan, 2014.

Nesse sentido, foi evidenciado que a resolvina D1 desvia a polarizacao de
macréfagos do TAB de um perfil pro-inflamatorio (fenétipo M1) em direcdo a um
estado semelhante ao macréfago M2, anti-inflamatério. Essa mudanca de fenotipo
foi acompanhada por uma reducéo das citocinas pro-inflamatérias e reducéo das
ERO (Titos et al., 2011). Além disso, no estudo de Gobbetti e colaboradores, foi
evidenciado que os mediadores lipidicos pro-resolucdo derivados do dmega-3,
especificamente a protectina D1 e a resolvina D5, realizaram a protecéo do tecido

intestinal no modelo animal de colite, diminuindo a inflamacéao intestinal por meio
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da diminuicdo da reatividade dos neutréfilos e da producdo de citocinas proé-
inflamatorias. (Gobbetti et al., 2017).

Esses achados sdo consistentes com a nocdao de que a inflamacao
cronica de baixa intensidade presente no organismo do individuo obeso € o
resultado de uma capacidade inadequada de producé&o de resolvinas, protectinas
e maresinas que permitem que a resposta inflamatéria prossiga sem pontos de
controle. Assim, nos ultimos anos os mediadores lipidicos derivados do 6mega-3
atrairam a atencdo como uma nova estratégia para agilizar o processo de
resolucéo da inflamacao crbnica presente na obesidade. De tal modo, salienta-se
que os conhecidos efeitos metabdlicos e anti-inflamatérios do dmega-3 no
organismo dependem em grande parte da formacédo de seus metabolitos ativos
pré-resolucéo (Lopez-Vicario et al., 2015; Martinez-Fernandez et al., 2015).

Consequentemente, devido ao surgimento de numerosas evidéncias de
beneficios a salude associados ao 6mega-3 e seus metabdlitos, diversas agéncias
e organizacdes ao redor do mundo estabeleceram recomendacfes diarias para
EPA e DHA, a fim de que haja a manutencédo da saude e a reducéo do risco de
doencas cronicas. A ingestdo adequada determinada pelo Institute of Medicine of
the National Academies é de 1,6 g/dia para homens a partir dos 14 anos, e 1,1
g/dia para mulheres a partir dos 14 anos (Institute of Medicine, Food and Nutrition
Board, 2005).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da suplementacdo com édmega-3 nas alteracfes metabdlicas e
intestinais de ratos com obesidade induzida por dieta hiperlipidica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar as alteragcbes metabdlicas do modelo por meio da medida de
glicose, triglicerideos, colesterol total, HDL, LDL, VLDL e insulina
plasmaéticas;

e Acompanhar a evolugao de peso dos animais e o consumo de racao;

e Mensurar 0 peso das gorduras epididimal e abdominal, bem como o
percentual de gordura por meio do indice de adiposidade;

e Estimar a resisténcia a insulina por meio do indice HOMA-IR e o grau de
sobrepeso e obesidade por meio do indice de Lee;

e Analisar as alteracdes metabdlicas do modelo por meio da medida dos
parametros bioquimicos AST, ALT, GGT, fosfatase alcalina, uréia e
creatinina;

e Avaliar o status pr6 ou anti-inflamatorio do intestino dos animais por meio
da medida do NFkB e TNFq;

e Avaliar o dano oxidativo no intestino através da medida das substancias
gue reagem ao acido tiobarbittrico (TBARS);

e Mensurar a producdo de espécies reativas de oxigénio no intestino por
meio da técnica DCF;

e Avaliar a atividade das enzimas antioxidantes superoxido dismutase e

catalase no tecido intestinal.
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4 ARTIGO CIENTIFICO

Os resultados desse trabalho serédo apresentados na forma de artigo
cientifico. Assim, o artigo a seguir foi redigido conforme as normas de publicacéo
da revista Journal of Physiology and Biochemistry na qual o trabalho sera
submetido para publicacdo. As normas para publicacdo e o fator de impacto da
revista podem ser obtidos no enderego eletrbnico: https://link.springer.com/
journal/13105



https://link.springer.com/%20journal/13105
https://link.springer.com/%20journal/13105

35

Omega-3 supplementation improves insulin resistance, oxidative
stress and inflammation in gut of rats with obesity induced by
high fat diet

Gabriela Fernandes Hahn'*, Michely Lopes Nunes?, Luiza Steffens?, Renata

Padilha Guedes?, Dinara Jaqueline Moura! and Marilene Porawski'?

1 Programa de Pés-Graduacdo em Biociéncias. Universidade Federal Ciéncias da
Saude de Porto Alegre (UFCSPA), Porto Alegre, RS, Brasil.

2 Programa de Pds-Graduacdo em Medicina: Hepatologia. Universidade Federal
Ciéncias da Saude de Porto Alegre (UFCSPA), Porto Alegre, RS, Brasil.

* Corresponding author: Gabriela Fernandes Hahn: gfhahn1989@gmail.com
Laboratério de Fisiologia Comportamental e Metabdlica, Universidade Federal de
Ciéncias da Saude de Porto Alegre (UFCSPA), R. Sarmento Leite, 245. 90050-
170 Porto Alegre, RS, Brasil.



36

ABSTRACT

Background: Obesity is a complex metabolic disease that doesn’t have an
effective treatment. In this sense, the benefic effects of omega-3 on health are
known. However, little is known about the omega-3 effects in gut. Objective:
Evaluate the effects of omega-3 in metabolic and intestinal changes observed in
obesity. Methods: Obesity was induced for 5 months in 40 rats by a high fat diet
(HFD). In the 4th month the animals were divided into 4 groups: |- Standard diet
(SD); II- SD+omega-3; lll- HFD; and IV- HFD+omega-3. SD and HFD groups
received 1mL of saline solution daily; and SD+omega-3 and HFD+omega-3
groups were supplemented with omega-3 (1g/Kg) daily, for 4 weeks. We
evaluated: weight gain, food intake, biochemical parameters in the plasm, and
markers of oxidative stress and inflammation in gut. Data was analyzed by two-
way ANOVA with Bonferroni post-hoc. A p<0.05 was considered significant. The
study was approved by CEUA/UFCSPA, n°232/13. Results: The HFD+omega-3
group showed a decreased weight gain, less accumulation of abdominal and
epididymal fat, reduction of adiposity index, Lee index, HOMA-IR, total cholesterol,
triglycerides, LDL, VLDL, and plasma insulin, compared to the HFD group. In gut,
omega-3 supplementation reduced the reactive oxygen species, lipoperoxidation,
the activity of the antioxidant enzymes superoxide dismutase and catalase, the
NFkB activation, and the TNFa production. Conclusion: Omega-3 supplementation
plays a beneficial role in metabolic parameters and reducing oxidative stress and
intestinal inflammation. Thus, omega-3 supplementation could be used as an

adjuvant in the obesity treatment.

Keywords: Obesity; Omega-3 Fatty Acids; Oxidative Stress; Gut; Inflammation.
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INTRODUCTION

Obesity is characterized by meta inflammation. Originated by chronic and
low-grade systemic inflammation because excessive accumulation of fat in the
adipose tissue, and ectopic deposit of fat in non-adipose tissues caused by
chronic excess of nutrients intake [1]. Data from WHO (2016) showed that 1.9
billion adults over 18 years old are overweight, and more than 650 million adults
are obese. It is estimated that half of the world's adult population will be
overweight or obese by 2030. Thus, obesity is considered one of the greatest
public health problems this century [2, 3]. Obesity is a multifactorial and polygenic
disease [4], usually accompanied of insulin resistance and metabolic dysfunction
[1], elevation in LDL (low-density lipoprotein) and VLDL (very low-density
lipoprotein) cholesterols and in plasma triglycerides, decrease in HDL (high-
density lipoprotein) cholesterol, hyperglycemia, hyperleptinemia [5], mitochondrial
dysfunction, endoplasmic reticulum stress, and oxidative stress [6, 7].

Particularly, the modern food behavior, with unlimited supply of cheap,
processed, palatable, practical and high-energy foods are contributing to the
obesity development (diet-induced obesity) [3, 8]. The profile of fatty acids present
in the diet may also is relevant to obesity. Epidemiological studies show that
humans evolved ingesting a balanced amount of omega-6 and omega-3
polyunsaturated fatty acids (PUFAs). However, after the industrial revolution, there
was a large increase in omega-6 PUFA intake. This fact combined with the lower
consumption of fish, a rich source of omega-3, is the origin of changes in the
human metabolic pattern in the Western societies. Omega-3 is an essential fatty
acid, however body does not synthesize it, so its ingestion through diet is
necessary [9]. In this sense, omega-3 supplementation has been studied in
various contexts, including obesity. These studies presented encouraging results,
such as: regulation of dyslipidemia, reduction of inflammation, reduction in the risk
of cardiovascular disease, regulation of body weight, and prevention and reversal
of insulin resistance [10, 11, 12, 13]. This arises as a possibility for improving the
clinical conditions of obesity. However, little is known about the effects of omega-3

in gut.
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Gut plays an important role during the development of diet-induced
obesity. In this organ the nutrients ingested in the diet are absorbed [14]. During
the obesity development occurs a change in the composition of intestinal
microbiota (dysbiosis), and the permeability of the intestinal epithelium increases.
This allows the intestinal bacteria and their products, such as lipopolysaccharide
(LPS) and toxins, to translocate and activate toll-like receptors (TLRs), promoting
a cascade of proinfammatory cell signaling with the overproduction of
inflammatory mediators and reactive oxygen species (ROS). In addition, dysbiosis
increases the energy absorption efficiency of food and interferes in the release of
intestinal hormones [15]. Therefore, some alternatives have been studied to
prevent, ameliorate or reverse the intestinal damage. Cranberry polyphenols were
able to reduce inflammation and intestinal oxidative stress [16]. Similarly, a Li
study it was verified that eicosapentaenoic acid (EPA) and docosahexaenoic acid
(DHA) prevent the disruption of the intestinal epithelial barrier, induced by
proinflammatory cytokines, in vitro [17]. Therefore, the objective of this study was
to evaluate the metabolic effects of omega-3 supplementation in experimental
model of obesity induced by high fat diet (HFD), and its effect in inflammatory and

oxidative stress parameters in gut.
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MATERIAL AND METHODS
Animals

Forty adult Wistar male rats, weighing 150-200 grams, from the animal
facility of the Federal University of Health Sciences of Porto Alegre (UFCSPA)
were used in this study. The animals were kept in plastic boxes, with 2 animals per
box, in an average temperature of 22 - 24°C, and light and dark cycle of 12 hours,
having free access to food and water. All procedures were conducted in
accordance with the provisions the Arouca Law (Federal Law 11794/2008). The
procedures in this study were approved by the Ethics Committee on Animal Use
(CEUA) of UFCSPA, under protocol number 232/13.

Experimental design

Rats were randomly allocated into two groups (n = 20 each): standard diet
group (SD) or high fat diet group (HFD, 45% fat), receiving the specific diet during
16 weeks. After 16 weeks from the beginning of the experiment, these groups
were divided, according to supplementation and diet, in other 2 groups, with 10
animals each: I- Standard diet (SD); II- SD + omega-3; IlI- High fat diet (HFD); and
IV- HFD + omega-3. Animals in SD and HFD groups received 1 mL of saline
solution daily, and animals in SD+omega-3 and HFD+omega-3 groups were
supplemented with omega-3 (1 g/Kg) via gavage for 4 weeks. The animals always
received the gavage between 5 and 6 in the afternoon. The total duration of the
experiment was 20 weeks. The standard diet was provided by the institution's
laboratory, its energetic content had 14,22 kJ/g (NUVITAL®, Curitiba, PR, Brazil)
with 63% carbohydrates, 11% lipids, and 26% proteins. HFD had an energetic
content of 18,83 kJ/g (Pragsolucdes Biociéncias®, Jau, SP, Brazil) with 35.7%
carbohydrates, 19.2% proteins, and 45.1% lipids. Body weight was recorded

weekly and feed intake was monitored daily.
Material collection

Animals were euthanized by overdose of the anesthetics xilasin

hydrochloride (Rompum®) and ketamine hydrochloride (Ketalar®). Blood was



40

collected through the retro-orbital plexus and placed in heparin tubes
(Liguemine®). The blood was centrifuged at 2000g for 15 minutes at 4°C, and the
plasma stored in a freezer at -20°C. After ventral laparotomy, epididymal and
abdominal adipose tissue, and gut were immediately removed, washed in PBS,

frozen in liquid nitrogen, and stored at -80°C.

Analysis of biochemical indices in plasma

Glucose, triglycerides, total cholesterol, HDL, alanine aminotransferase
(ALT), aspartate aminotransferase (AST), gamma glutamyl transferase (GGT),
alkaline phosphatase, urea, and creatinine concentrations in the plasma were
measured using an automatic biochemical analyzer (Vitalab Flexor E, Elitech
Group). Analyses were performed using the commercial kits from Elitech Group
according to the manufacturer’s instructions. LDL cholesterol was estimated by
Friedewald [18] formula: [LDL = (total cholesterol - HDL) - triglycerides/5], where
triglycerides/5 represents the VLDL cholesterol. Fasting Insulin was tested by an

enzyme-linked immune sorbent assay (ELISA) kit from Millipore (United States).

Adiposity index, Lee index and HOMA IR

To calculate the adiposity index, total body fat was divided by body weight:
[(epididymal + abdominal fat) / final body weight] x 100. The result was expressed
in percentage. The Lee Index [19] was calculated dividing the cube root of body
weight, in grams, by nasoanal length, in centimeters, and multiplying by 10: [cube
root of body weight (g) / nasoanal length (cm) x 10]. The result was expressed in
g/lcm3. The HOMA-IR index (Homeostatic Model Insulin Resistance) was
calculated based on fasting insulin and glucose levels [20]. Its purpose was to
determine insulin resistance. The HOMA-IR formula is: [fasting insulin (mcU/ml) x

fasting glucose (mmol/L)] / 22.5.

Tissue preparation and protein determination

Tissue homogenization was performed using a Potter type homogenizer.
The fresh tissue was weighed and homogenized with 1.5% KCI, containing a

protease and phosphatase inhibitor cocktail (Sigma). Homogenates were
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centrifuged at 3000 rpm for 10 min at 4°C, the pellet was discarded, and
supernatants were kept at -80°C until analysis. Protein concentration was
determined by the method of Lowry [21] using a standard curve of bovine serum

albumin.

Analysis of oxidative stress in gut

Lipoperoxidation induced by oxidative stress was measured by the
technique of thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS) [22]. One of the
substances generated is malondialdehyde (MDA), when it is heated to 100°C, in
the presence of thiobarbituric acid, a pink product is formed and measured by the
spectrophotometer at 532 nm. Results are expressed in hanomoles per milligram
of protein. The activity of the antioxidant enzyme Superoxide dismutase (SOD)
[23] was evaluated by quantifying the ability of SOD to inhibit superoxide radical
reaction with adrenaline. Absorbance reading was performed at 480 nm and data
were expressed in units of SOD per milligram of protein. The activity of the
antioxidant enzyme Catalase (CAT) [24] was evaluated by determining the
decomposition rate of H202 added to the sample. The H202 degradation is directly
proportional to the CAT activity. Reading was performed in a spectrophotometer at
240 nm, and data were expressed in picomoles per milligram of protein. The
reactive oxygen species (ROS) production was measured using the dichloro-
fluorescein-diacetate (DCF-DA) probe [25]. With the ROS presence, this probe is
oxidized and produces the fluorescent compost dichlorofluorescein (DCF). DCF
fluorescence is measured in a spectrophotometer with excitation wavelength of
480 nm and emission of 520 nm. Result was expressed in fluorescence per

milligram of total protein.

Measurement of NFkB and TNFa in gut

Tumor necrosis factor (TNF)-a and factor nuclear kappa B (NFkB) in gut
were determined with a ELISA kit for rats (from Abcam and Invitrogen
respectively). For the TNFa dosage the intestinal tissue was lysed and test was

performed according to the manufacturer's instructions. For the NFkB dosing, in
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addition to the tissue lysis, a nuclear extraction protocol (performed according to

the manufacturer's instructions) was performed prior to analysis.

Statistical analyses

All values were expressed in means = S.E.M. Data were analyzed by two-
way ANOVA with Bonferroni post-hoc, using the Prism 5.01 (GraphPad Software).

A p-value < 0.05 was considered statistically significant.
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RESULTS

Effects of omega-3 supplementation on body composition and physiological

parameters

After 16 weeks of being fed with a standard diet (SD) or a high fat diet
(HFD), and another 4 weeks with the respective diets plus vehicle or omega-3
supplementation, it was verified that the animals of the HFD group acquire more
weight than the animals in the SD groups, evidencing the effect of the diet
composition on weight gain. However, animals fed with the HFD and
supplemented with omega-3 had a decreased weight gain when compared to HFD
group, evidencing the positive effect of omega-3 supplementation on lowering the
weight gain of these animals (Figure 1A and 1B). Feed intake in grams/rat was
lower in HFD fed groups compared to SD groups. Conversely, feed intake
(energy) in kJd/rat was higher in HFD groups than in SD groups (Figure 1C, 1D, 1E
and 1F). It means that animals fed with HFD despite of consuming less feed (g),
consumed more energy (kJ), and consequently acquired more weight than
animals fed with a standard diet. Similarly, when evaluating the abdominal and
epididymal fat weight, it was verified that the animals of the HFD group
accumulated higher amount of fat (g), compared to the animals of the SD group.
Omega-3 supplementation was able to reduce the accumulation of abdominal and
epididymal fat in the HFD+O animals, compared to the HFD group without
supplementation (Figure 2A and 2B). The Lee index (g/cm?®) also shows a
significant statistical difference in the HFD group supplemented with omega-3,
compared to the HFD animals without supplementation (Figure 2C). The fat
percentage or adiposity index (%) was higher in the HFD group, compared to the
SD group. Omega-3 supplementation was able to reduce the adiposity index of
animals fed with the HFD (Figure 2D).

Effects of omega-3 supplementation on biochemical parameters

Fasting glucose, plasma insulin, and HOMA-IR index were significantly
higher in the HFD group, compared to the SD group. However, omega-3

supplementation decreased fasting glucose, plasma insulin, and HOMA-IR index
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in the HFD+O group (Figure 3). This results show that omega-3 improves the
insulin sensitivity caused by the HFD feeding.

The evaluation of serum lipid profile (total cholesterol, HDL, LDL, VLDL,
and triglycerides), with the exception of the HDL cholesterol, shows that all
parameters were decreased by the omega-3 supplementation (HFD group
compared to the HFD+O group) (table 1). Similarly, omega-3 supplementation
decreased the levels of urea and creatinine in the HFD+O group, and the markers
of hepatic function (AST, ALT, GGT, and alkaline phosphatase) were also
decreased in the HFD+O group (table 1). These results together show that omega-
3 plays a beneficial role, improving the overall metabolism by reducing the serum

lipid profile values, and the markers of renal and hepatic function.

Effects of omega-3 supplementation in gut

The activity of the antioxidant enzyme SOD was significantly higher in the
groups fed with HFD, when compared to their respective controls (SD and SD+O
groups). Omega-3 supplementation reduced SOD activity in gut of the HFD fed
animals (HFD group compared to HFD+O group) (Figure 4A). Similarly, the activity
of the antioxidant enzyme CAT was higher in HFD group, and the omega-3
supplementation decreased CAT activity in gut of HFD+O group (Figure 4B). On
the other hand, there is an increased production of reactive oxygen species (ROS)
in gut between the groups that received the standard diet, the SD+O group
produced significantly less ROS than the SD group. The HFD fed group produced
higher ROS quantity than the SD group, evidencing the effect of the diet. Omega-3
supplementation (HFD+O group) decreased the amount of ROS production
(Figure 4C). Omega-3 also decreased lipoperoxidation in HFD+O group,
compared to the HFD group (Figure 4D). The activation of NFkB in gut was
significantly higher in the HFD group, compared to SD group. Omega-3 (HFD+O
group) supplementation reduced the NFkB activation (Figure 5A). Similarly, TNFa
production was higher in the HFD group, compared to SD group. Omega-3
supplementation decreased TNFa production in HFD+O group (Figure 5B). These
data together show that omega-3 reduces oxidative stress and inflammation in gut.

Correlation analysis
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Analyzing the correlation among the adiposity index of all experimental
groups and fasting glucose (Figure 6A), insulin (Figure 6B), HOMA-IR (Figure 6C);
activation of NFkB (Figure 6D), TNFa production (Figure 6E), and ROS production
in gut (Figure 6F), it was verified that all related data showed a positive correlation
with the increase in the adiposity index of the animals, indicating these factors play

an important role during the development of obesity.
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DISCUSSION

Gut is also affected by persistent and systemic oxidative stress and
inflammation in obesity [1]. The capacity of omega-3 PUFAs against obesity-
associated inflammation has been investigated in many studies [13] but without
focusing in the intestinal tissue. Some researchers have already evaluated the
effects of omega-3 in gut, however they tried to understand the pathophysiology of
inflammatory bowel diseases, not within the context of obesity [26]. Therefore, it is
relevant to study the effects of omega-3 specifically on this tissue. In this sense,
we examined the effects of omega-3 supplementation on metabolic parameters
such as body weight, adiposity index, insulin sensitivity, lipid profile, renal and
hepatic function, markers of inflammation, and oxidative stress in gut of rats with
obesity induced by HFD.

In the present study, omega-3 supplementation reduced NFkB activation
and TNFa secretion in gut of HFD feed rats. NFkB, a transcription factor, is a
potent inducer of the production of pro-inflammatory cytokines, including TNFa.
These results are consistent with previous studies. Bashir and colleagues showed
that fish oil supplementation decreases the levels of NFkB/p65 in the epididymal
fat of HFD fed mice, and decreases inflammatory cytokines (TNF-a, IFN-y, IL-1p,
and IL-2) in macrophages isolated from epidydimal fat [27]. In gut, Constanzo and
colleagues evidenced that a mixture of Krill Oil (source of omega-3), the probiotic
Lactobacillus reuteri, and vitamin D reduces gut inflammation in mice [28]. The
anti-inflammatory mechanism of omega-3 is well known. EPA competes with
arachidonic acid for the enzyme cyclooxygenase (COX), thus reducing the
synthesis of a series of eicosanoids with a high pro-inflammatory activity [11]. In
addition, EPA and DHA present other mechanisms to modulate the inflammatory
response: by binding to G-protein coupled receptor 120 (GPR120) reducing the
activity of NFkB. [29]; inhibiting the NLRP3 inflammassome [30]; by activation to
the peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPAR-y), this transcription
factor acts in an anti-inflammatory manner [31]; and through the "stop signs" of the

inflammatory response generated by the pro-resolved lipid mediators (SPMs),
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derived from EPA and DHA, they negatively regulate pro-inflammatory mediators,
reducing the magnitude and duration of inflammation, inclusive in gut [26].

Gut has vital functions, not only to digest and absorb nutrients, but also to
modulate systemic immunity and to prevent bacterial and endotoxin invasion [14].
During the development of obesity induced by HFD in mice, the alteration of gut
microbiota (dysbiosis) is associated with an increased intestinal permeability,
rising the systemic levels of bacterial and LPS, which after the TLR4 activation,
triggers many inflammatory pathways and the secretion of proinflammatory
cytokines, such as TNFa. Over-production of these cytokines results in intestinal
mucosal dysfunction and disruption of tight junction proteins in gut. This precedes
the development of metabolic endotoxemia, systemic inflammation, and other
associated disorders [15, 32]. Defects in the tight junction barrier have been
considered an important etiologic factor of Crohn's disease. However, n-3 PUFA
supplementation prevents the ultrastructure alteration of tight junction in a model
of ulcerative colitis [33]. Furthermore, omega-3 has significant effects on the
composition of the intestinal microbiota. Influencing the return of intestinal
homeostasis in situations such as weight gain and obesity, insulin resistance,
increased intestinal permeability, HFD, and inflammatory bowel diseases [34]. In
our study, we speculate that the anti inflammatory effects of omega-3 in gut have
occurred by binding of omega-3 in GPR120 on the membrane surface of
enterocytes, thus decreasing NFkB activation and production proinflammatory
cytokines, such as TNFa, in the intestinal tissue.

The protective role of omega-3 in gut is closely related to their inhibitory
effects on the over-release of intestinal inflammatory mediators. However,
inflammation in gut is also accompanied by increased levels of ROS. Hassan and
colleagues demonstrated that omega-3 reduces the expression of proinflammatory
molecules such as TNFa in rats with colitis. Also, it was evidenced that systemic
markers of oxidative stress were inhibited by omega-3 action, and the colon
glutathione concentration was restored [35]. Our study shows that the activity of
antioxidant enzymes SOD and CAT were increased in HFD fed animals, and
decreased in HFD animals supplemented with omega-3. In contrast, Ozgen and

colleagues observed that the activity of antioxidant enzymes, such as catalase, is
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decreased in obese children [36]. But in agreement, it was demonstrated that the
consumption of a high fat and high fructose diet caused increased activity of the
antioxidant enzymes SOD, CAT, and GPx in liver of mice [37]. Our results can be
explained by the increased production of ROS and lipoperoxidation in the HFD
group. Higher levels of ROS leads to increased expression of Nfr2, which
consequently raises the transcription of antioxidant enzymes to counteract reactive
species [38]. Therefore, we demonstrated that omega-3 had antioxidant action
reducing ROS and lipoperoxidation in gut.

In addition, in the present study we evaluated the omega-3 effects in
glucose homeostasis, insulin resistance (HOMA-IR) and weight gain. It has been
known that obesity is associated with dyslipidemia, increased fasting glucose, and
insulin resistance [1, 5]. In this study, that is corroborated by Pearson's correlation
analysis, showing that these factors have a positive correlation with the increase in
adiposity. The effect of omega-3 in the reduction of the lipid profile is well
described, promoting benefits mainly for patients with cardiovascular diseases
[39]. On the other hand, there is no consensus on the effects of omega-3 under
glucose homeostasis and insulin resistance. Some studies find positive results [10,
27, 29, 40], and others have shown that there is no change [revised in 13, 40].
However, there is a difficulty in comparing the results for many studies published
on the topic. Animal studies, investigating the effects of omega-3, have used a
variety of models, diet compositions, sources and doses of omega-3. Such
differences across experimental designs hamper the correlation of the results. The
studies with humans are much more heterogeneous. The omega-3 effects vary on
age, ethnicity, sex, and presence of prior diseases in the assessed population,
besides the adherence to the treatment proposed by researchers [13,40].
Nevertheless, our study demonstrated the beneficial role of omega-3
supplementation in decreased fasting glucose, insulin resistance and weight gain,
reversing the effects of HFD feed in rats.

In summary, our data support the importance of the supplementation with
omega-3 PUFAs, which was able to improve insulin sensitivity, to decrease
abdominal and epydidimal adiposity, and to reduce intestinal oxidative stress and

inflammation. Therefore, in this study, we characterized, not only the already
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known beneficial effects of omega-3 for metabolism, but also its anti-inflammatory
and antioxidant action in gut. In this context, we suggest omega-3

supplementation could be used as an adjuvant in the treatment of obesity.
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Figure 1 Body weight and feed intake. Parameters are presented in mean and
S.E.M (n=10). A. Weight gain (g); B. Evolution of weight the animals during the 20
weeks of the experiment; C. Feed consumption in grams/rat. D. Feed intake (in
grams) during the 20 weeks of the experiment; E. Energy intake in kJ/rat. F. Feed
intake (in kJ) during the 20 weeks of the experiment. * Difference between HFD

and HFD+O or SD and SD+O groups. ** Difference of respective control. Data
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from bar graphs were analyzed by two-way ANOVA with Bonferroni post-hoc. For
data from lines graphs repeated measures ANOVA were used. p < 0,05
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Table 1. Effect of omega-3 in biochemical parameters.

Groups SD SD+0 HFD HFD + O
Total cholesterol (mg/dL) | 59.84£2.58 50.41+2.79 67.02+556 47.92+3.78%2
HDL (mg/dL) 23.18+1.31 2045%+1.27 2235%+1.00 22.93%1.02
LDL (mg/dL) 244+202 115+3,70° 21.80+2,79 12.0+3,102
VLDL (mg/dL) 14.1+0,46 156+105 199+1,77°P 142+0,852
Triglycerides (mg/dL) 70.35+2.33 78.02+523 91.38+3,14P 70.87 £4.262
Urea (mg/dL) 38+3/4 35+2,6 48 +2,0° 38+1,42
Creatinine (mg/dL) 0,45+0,03 0,40+0,04 059+0,06° 0,36+0,032
AST (U/L) 197 + 18,0 172 + 18,0 257 £11,0° 197 +12,0°2
ALT (U/L) 28 + 3,6 30+1,7 59+4,1° 46+262¢
GGT (U/L) 2,0+0,22 2,2+0,20 54+0,19°b 4,3+0,21&¢
Alkaline phosphatase (U/L) | 136 + 12,0 165+ 12,0 346 +38,0° 228 27,02

All parameters represented in mean and S.E.M (n= 10). a = Different from HFD

group; b = Different from SD group; ¢ = Different from SD+O group. Data were
analyzed by two-way ANOVA with Bonferroni post-hoc. p < 0,05



58

A B
SOD CAT
250- . 250
— —
200- b 200 o
2 s
[+ 3
& 1504 *x o 150
E == £ -
8 1004 — < 100- T
7] [&]
= | 2
50+ 504
0 T Ll 0 L] Ll
sD HFD sD HFD
@l ‘Vehicle
C D 3 Omega-3
DCF TBARS
- * 0.6 *
400000
ié *k
S 300000
s * o 4 —= T
S 200000- — >
@ E
E —_ 0.2
o 100000+ —
0- . : 0.0 . .
sD HFD sD HFD

Figure 4. Omega-3 supplementation reduces oxidative stress in gut. Parameters
represented in mean and S.E.M (n= 10). A. Activity of antioxidant enzyme
Superoxide Dismutase (SOD) in gut; B. Activity of antioxidant enzyme Catalase
(CAT) in gut; C. Production of reactive oxygen species in gut; D. Measurement of
lipoperoxidation in gut; * Difference between HFD and HFD+O or SD and SD+0O
groups. ** Difference of respective control. Data were analyzed by two-way
ANOVA with Bonferroni post-hoc. p < 0,05



59

A NFxB

. 0.20-

E .

c —A

[=]

S 0.15

a

o

5 0.10- — -

&

2

8 0.05-

m

P

[N

Z 0.00- . .

sD HFD
Il Vehicle
3 Omega-3
TNFa
B
0.4+
—

E 0.3

[=]

[+

=

(] .

8 0.2
-

]

% 0.1

-
0.0 T T
sD HFD

Figure 5. Omega-3 supplementation reduces markers inflammation in gut.
Parameters represented in mean and S.E.M (n= 10). E. Measurement of NFkB
activation in gut; F. Evaluation of TNFa production in gut. * Difference between
HFD and HFD+O or SD and SD+O groups. ** Difference of respective control.
Data were analyzed by two-way ANOVA with Bonferroni post-hoc. p < 0,05



NFB activation intestine

60

A Adiposity index vs serum fasting glucose B Adiposity index vs serum fasting insulin C Adiposity index vs HOMAIR
200+ 1.5 10-
g * r=0,6053 r=0,5696
= ZE‘ p<005 s p=005
3 . .
150+ 5
E E 1.0- ¢ 2
b c p: 6+
8 100 3 = ' .
2 £ < 4
o o 0.5 E
£ 504 £ T
i g 4
o w
0 T T T \ 0.0 0 1
0 1 2 3 4 5 0 5 1] 5
Adiposity index (%) Adiposity index (%) Adiposity index (%)
D Adiposity index vs NFxB intestine E Adiposity index vs TNFa intestine F Adiposity index vs DCF intestine
0.25- = 0.6+ 600000+
. ° £ . r=0,5299 g r=04234
<0,05 <
_ 0.20 . . g P s 500000 - . p<005
E Q 041 * « £ 2 400000
0.151 o %3 PP
3 o £ € 300000- e e ® .
Q 0.104 E= C8 .
=) o 024 QO 2 200000- o*
0.05- £ °3 v ’
.| =
3 2 100000 "‘:-’-- .
0.00 E 0.0 T T T T ] 0 T ° T T T d
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4
Adiposity index (%) Adiposity index (%) Adiposity index (%)

Figure 6. Linear regression and Pearson’s correlation analysis. Correlation
between the adiposity index of all animals and other parameters evaluated in order
to verify which parameters are related to obesity. A. Adiposity index vs fasting
glucose; B. Adiposity index vs fasting insulin; C. Adiposity index vs HOMA IR; D.
Adiposity index vs NFkB activation in gut; E. Adiposity index vs TNFa in gut; F.
Adiposity index vs DCF production in gut. Pearson’s correlation coefficient (r) was

considered significant when p < 0.05
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5 CONCLUSOES

Diversos estudos, tanto em modelos animais quanto em humanos, ja
forneceram evidéncias para classificar o émega-3 como possuidor de Varios
beneficios preventivos e terapéuticos para a saude. No contexto da obesidade, a
maioria dos estudos séao focados no tecido adiposo, 0 que ndo é surpreendente,
dado o fato que este 6rgédo exerce papel fundamental na fisiopatologia da doenca.
No entanto, € relevante que se estude os efeitos do 6mega-3 no intestino, pois ele
também ¢é afetado pela meta inflamacdo presente na obesidade. Por isso, o
presente estudo foi realizado, a fim de avaliar os efeitos do 6mega-3, nao
somente nas alteragcbes metabdlicas da obesidade, mas também com enfoque
especifico na inflamacao e estresse oxidativo que acomete o intestino durante a
obesidade.

Neste estudo, no6s optamos por executar o modelo experimental de
obesidade de longa duracao induzido por HFD (45% de gordura). Esse modelo é
bem estabelecido na literatura cientifica e tem a vantagem de assemelhar as
mudancas fisiopatoldgicas observadas durante o desenvolvimento da obesidade
em humanos. E um modelo de execucdo trabalhosa, que envolve demanda de
pessoas e tempo, pois 0s animais sdo acompanhados diariamente por um
periodo longo de tempo. Entretanto, 0 nosso modelo teve éxito em seu proposito,
pois 0s animais ganharam peso e ficaram resistentes a acao da insulina.

Neste contexto, em nosso estudo foi evidenciado que o 6mega-3 teve
acdo benéfica para o metabolismo em geral. Pois foi capaz de reduzir a
resisténcia a insulina, diminuir a glicose de jejum, reduzir o ganho de peso e o
acumulo de gordura abdominal e epididimal, bem como reduzir o perfil lipidico, e
marcadores de funcdo renal e hepética. Os nossos dados também demonstram
que o dmega-3 teve agdo anti-inflamatdria, reduzindo a ativagdo de NFkB e a
producdo de TNFa no intestino. Aléem de acdo antioxidante, pois reduziu a
producdo de ERO e a lipoperoxidacéo no tecido intestinal. Esses resultados sao
importantes pois estabelecem aspectos funcionais do 6mega-3 no tecido
intestinal, conferindo beneficios no tratamento da obesidade. Em resumo, nossos

resultados evidenciam que o 6mega-3 tém multiplos beneficios para a saude,
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portanto, seu consumo, especialmente de fontes alimentares, deve ser
encorajado. Visto que, a reducéo da inflamacao e estresse oxidativo, juntamente
com a perda de peso e a diminuicdo da resisténcia a insulina sao objetivos
importantes a serem alcancados durante o tratamento da obesidade.

Neste estudo, caracterizamos ndo apenas 0s ja conhecidos efeitos
benéficos do 6émega-3 para o metabolismo, mas também sua acdo anti-
inflamatoria e antioxidante no intestino. Neste contexto, sugerimos que a
suplementacdo com 6mega-3 poderia ser usada como adjuvante no tratamento
da obesidade. No entanto, estudos adicionais sdo necessarios para caracterizar
0S mecanismos de acdo do 6mega-3 no organismo. Por quais vias ele atua, qual
melhor dosagem, qual melhor horario para a administracdo do dmega, qual sdo
seus alvos moleculares, metabdlitos gerados e genes relacionados. O que
emerge em grandes possiblidades e também em grandes desafios para estudos

futuros.
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