Escola Superior de Ensino do Instituto Butantan
Programa de Pds-graduacéo Lato Sensu

Especializacdo em biotecnologia para a Saude: Vacinas e Biofarmacos

Anny Gabrielly Pedroso Pego

Estudo da correlacéo entre par@metros inflamatorios e de obesidade em

modelo murino geneticamente selecionado

Sao Paulo
2022



Anny Gabrielly Pedroso Pego

Estudo da correlacéo entre par@metros inflamatoérios e de obesidade em

modelo murino geneticamente selecionado

Trabalho de concluséo de curso apresentado ao Curso de
Especializacdo em Biotecnologia para Saude - Vacinas e
Biofarmacos do Programa de Pds-graduacéo Lato Sensu
da Escola Superior do Instituto Butantan como requisito
bésico para a obtencdo do titulo de Especialista em
Biotecnologia.

Orientador(a): Dra. Aryene Goes Trezena

Sao Paulo
2022



Catalegacdo na Publicagao
Instituto Butantan
Dados inseridos pelo{a) aluno(a)

Pege, Anny Gabrielly Pedroso

Estudo da correlacao entre parametros inflamatdrios e de obesidade em modelo
muring geneticamente selecionado [ Anny Gabrielly Pedroso Pego ; onentador(a)
Aryene Gdes Trezena - San Paulo, 2022

42 p.:il

Monograha (Especializacao) - Escola Supernor do Instituto Butantan,
Especializacio na Area da Salde - Biotecnologia Para a Satde - Vacinas e
Biofarmacos.

1. Obesidade 2. Inflamagao. 3. Citocinas. 4. Colesterol e Triglicérides I. Trezena,
Aryene Gdes . Il. Escola Superior do Instituto Butantan. lll. Especializac3o na Area da
Saude - Biotecnologia Para a Salde - Vacinas e Biofarmacos. V. Titulo.

Ficha catalografica elaborada pela equipe da Biblioteca do Instituto Butantan




AUTORIZACAO PARA ACESSO E REPRODUGAO DE TRABALHO

Eu, Anny Gabrielly Pedroso Pego aluno(a) do Curso de Especializagdo em
Biotecnologia para a Salide — Vacinas e Biofarmacos, autorizo a divulgagédo do meu
trabalho de conclusdo de curso por midia impressa, eletrénica ou qualquer outra,
assim como a reprodugdo total deste trabalho de conclusdo de curso apos
publicacao, para fins académicos, desde que citada a fonte.

Prazo de liberagéo da divulgag&o do trabalho de conclusao de curso apés a data da
avaliagdo:

(%) Imediato
( ) 06 meses
( ) 12 meses

( ) Outro prazo Justifique:

Sao Paulo, \» de Qﬁv&um de 203}

Aluno(a)

Orientador(a):

. aryene Goes Trezena
“qu‘{.lis Cientitico



AGRADECIMENTOS

Gostaria de agradecer a minha orientadora Aryene Goes Trezena por ter me
direcionado ndo somente na realizagdo da pesquisa mas durante todo o trajeto do
curso. Assim como também, quero agradecer a Nancy Starobinas pela revisdo do
trabalho e a técnica de laborat6rio Mara de Oliveira Irineu que me auxiliou em todos
0S meus experimentos. A vocés trés, muito obrigada pela paciéncia, compreenséo,
dedicacao, inspiracdo e carinho. Vocés sdo extremamente capacitadas e carregam a
mMiss&o mais nobre que existe.

Agradeco a minha mae Rosemere Soares Pedroso, obrigada pelo incentivo,
amor e esforgo todas as manhas. E por fim, agradego aos meus melhores amigos
Henrique Hideki Hashiguti, Renata Hiromi Nagagima Gongcalves e Jéssica de Azevedo
Pissolato que também foram muito importantes nessa trajetoria. Muito obrigada pela

companhia, transparéncia, respeito, amor e carinho.



FrPTR B DN o T I AT B WS
E7polco TS fETH BlIFETHA,
“Todos séo diferentes, todos s&o vencedores, ndo importa o que acontega, nao

importa quantas vezes tenha de ser vocé. ”

(Tradugé&o nossa)
JLTIYY



RESUMO

PEGO, Anny Gabrielly. Estudo da correlacdo entre pardmetros inflamatérios e
de obesidade em modelo murino geneticamente selecionado. 2022. 42 p.

Trabalho de Concluséo de Curso (Especializacdo em Biotecnologia para a Saude-
Vacinas e Biofarmacos) — Escola Superior do Instituto Butantan, Sdo Paulo, 2022.

A obesidade é definida como um acumulo excessivo de tecido adiposo que
promove um estado inflamatdrio crénico de baixo grau no organismo. A inflamacgéo
impulsionada pelo excesso de peso é uma condicdo multifacetada que leva a
propensdo em desenvolver indmeras comorbidades. Adipécitos secretam e
expressam proteinas, hormonios e adipocinas, resultando na produgdo aumentada de
moléculas de ades&o que, juntamente com quimiocinas, estimulam a infiltracdo de
células do sistema imune. Foram desenvolvidas pelo laboratério de Imunogenética,
linhagens de camundongos fenotipicamente selecionadas com base na intensidade
da resposta inflamatéria aguda (AIR) méxima ou minima (AIRmax e AIRmin). Uma
vez que esses animais acumulam peso de maneira espontdnea e que o tecido
adiposo, por sua vez, é descrito ter um estado de inflamacdo basal crbnica, é
interessante pesquisar a possivel inter-relacdo entre essas duas caracteristicas nas
linhagens AIRmax e AIRmin. No presente estudo, objetivamos investigar a
interferéncia de genes reguladores da resposta inflamatdria aguda no ganho de peso
de animais AIRmin e AIRmax, correlacionando os parametros do perfil lipidico do soro
e da expresséao de genes de citocinas no tecido adiposo viscerogonadal. Foi utilizado,
para isso, camundongos AIRmax e AIRmin em grupos equivalentes de machos e
fémeas submetidos a dieta convencional ou a dieta hiperlipidica durante 06 meses. A
andlise dos resultados obtidos em relacdo ao perfil lipidico revelou que o acumulo de
gordura vicerogonadal apresentou um padrédo diferente na DH em relagéo a DC nas
fémeas das duas linhagens. A DH aumentou mais os niveis de colesterol dos AIRmax
machos que dos machos AIRmin, enquanto as fémeas AIRmax submetidas a DC
apresentam niveis maiores de triglicérides que as fémeas AIRmin, as quais mostraram
aumento desses niveis quando alimentadas com DH. Em relacdo as citocinas
inflamatdrias, os dados indicam que a DH houve uma tendéncia de aumento na
expressdo tanto de IL-6 quanto de CCL-2 em relacdo a DC nas fémeas AIRmin, as
quais mostraram maiores niveis de expressdo de TNF-a. Sendo assim, nossos dados

indicam, de maneira geral, que a DH teve um impacto diferente entre 0s sexos,



aumentando o acumulo de gordura vicerogonadal, expressdo de citocinas e
triglicérides nas fémeas, principalmente nas fémeas AIRmin, as quais apresentavam,

na DC, o menor ganho de peso em relagdo aos demais grupos.

Palavras-chave: Obesidade. Inflamagé&o. Citocinas. Colesterol e Triglicérides



ABSTRACT

PEGO, Anny Gabrielly. Study of the correlation between inflammatory and
obesity parameters in a genetically selected murine model. 2022. 42 p.
Coursework (Specialization in Biotechnology for Health-Vaccines and
Biopharmaceuticals) - School of the Butantan Institute, Sdo Paulo, 2022.

Obesity is defined as an excessive accumulation of adipose tissue that
promotes a chronic low-grade inflammatory state in the body. The inflammation driven
by excess weight is a multifaceted condition that leads to a propensity to develop
numerous comorbidities. Adipocytes secrete and express proteins, hormones, and
adipokines, resulting in the increased production of adhesion molecules that, together
with chemokines, stimulate the infiltration of immune system cells. The
Immunogenetics laboratory has developed mouse strains phenotypically selected on
the basis of the intensity of the maximum or minimum acute inflammatory response
(AIR) (AIRmax and AIRmin). Since these animals spontaneously accumulate weight
and the adipose tissue is described to have a state of chronic basal inflammation, it is
interesting to investigate the possible interrelation between these two characteristics
in AIRmax and AIRmin strains. In the present study, we aimed to investigate the
interference of acute inflammatory response regulatory genes in the weight gain of
AIRmin and AIRmax animals, correlating the parameters of serum lipid profile and
cytokine genes expression in viscerogonadal adipose tissue. For this, AIRmax and
AIRmin mice were used in equivalent groups of males and females submitted to
conventional diet or hyperlipidic diet for 06 months. The analysis of the results obtained
in relation to the lipid profile revealed that the accumulation of vicerogonadal fat
showed a different pattern in HD compared to CD in females of both strains. HD
increased cholesterol levels more in AIRmax males than in AIRmin males, while
AIRmax females fed HD showed higher triglyceride levels than AIRmin females, which
showed increased triglyceride levels when fed HD. Regarding inflammatory cytokines,
the data indicate that HD had a tendency to increase the expression of both IL-6 and
CCL-2 relative to CD in AIRmin females, which showed higher levels of TNF-a
expression. Thus, our data indicate, in general, that HD had a differentimpact between
the sexes, increasing vicerogonadal fat accumulation, cytokine expression and
triglycerides in females, especially in AIRmin females, who had the lowest weight gain

in CD relative to the other groups.



Keywords: Obesity. Inflammation. Cytokines. Cholesterol and Triglycerides
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1. INTRODUCAO

1.1. Obesidade e tecido adiposo (TA)

Ao longo dos dultimos 50 anos as taxas de obesidade tém aumentado
rapidamente, com mais de um tergo da populagéo global classificada com excesso de
peso (BLUHER, 2019). O peso corporal humano é controlado por um equilibrio entre
a ingestéo e gasto de energia. Em vista disso, a ingestdo abundante de calorias sem
0 ajuste apropriado das calorias usadas nas atividades diarias colabora para o
desenvolvimento da obesidade (PINHO et al., 2022). A obesidade é definida como um
acumulo excessivo de tecido adiposo que promove um estado inflamatério crénico de
baixo grau no organismo. Geralmente é um progresso lento, a longo prazo, que
envolve fatores genéticos, fisioldgicos, ambientais e comportamentais. Essa disfuncao
em células do tecido adiposo induz a perda da homeostase corporal e propensao em
desenvolver inUmeras comorbidades como dislipidemia, diabetes mellitus tipo 2,
hipertenséo, doengas cardiacas, doenga hepética gordurosa e alguns tipos de cancer
(GBD 2015 OBESITY COLLABORATORS, 2017).

Além de ser conhecido como um 6rgdo enddécrino, o tecido adiposo (TA)
pertence a classe dos tecidos conjuntivos no qual se encontra o predominio de
adipécitos, pré-adipdcitos, linfécitos e macréfagos especificamente do tipo M1. No que
diz respeito as suas fungbes, sabe-se que essas células realizam a sintese e
armazenamento de lipideos na forma de triacilglicerol (TAG), também conhecido como
triglicéride (TG), colaboram para o metabolismo de esteroides e produzem uma gama
variada de fatores inflamatorios (leptina, IL-1B, IL-6, TNF-a, e MCP-1) e anti-
inflamatorios (adiponectina e resistina) (LAFONTAN, 2004).

O TA pode ser classificado face as suas propriedades metabdlicas e funcionais
em marrom (TAM), e tecido adiposo branco (TAB). O TAM é capaz de oxidar
rapidamente suas proprias reservas de gordura e substratos circulantes, produzindo
calor e aumentando a taxa metabdlica, dando prote¢éo a hipotermia e a obesidade ja
que secreta efetivamente baixos niveis de adipocinas e citocinas inflamatorias
(VILLARROYA et al.,, 2017). J& o TAB é capaz de sintetizar triglicerideos para
armazenamento a longo prazo e liberar acidos graxos livres de triglicerideos em

momentos de demanda de energia (ROSEN et al., 2014). Além de seu papel como



13

fonte de energia, possui células com capacidade enddcrina muito ativas. Ademais, o
TAB pode ser classificado de acordo com a sua localizagéo anatémica em subcutaneo
(TAS), epicardial (TAE), perivascular (TAPV) e visceral (TAV) (RONSKA et al., 2012).

Em especial, o TAV é dividido em mesentérico, omental e retroperitoneal
compreendendo todo o tecido adiposo localizado no compartimento visceral (KWOK
et al., 2016). E caracterizado por ser mais sensivel a lipdlise bem como o mais
resistente & agédo da insulina, pois libera maior descarga de acidos graxos livres de
modo direto na veia porta hepética (CHAIT et al., 2020; SAELY et al., 2012) além de
secretar maiores concentracdes de adipocinas relacionadas a processos pro-
inflamatorios (TRZECIAK-RYCZEK et al., 2011). Nesse sentido, o0 acumulo excessivo
de gordura nas visceras causa disfuncionalidade do tecido adiposo que contribui

fortemente para o aparecimento de comorbidades relacionadas a obesidade.

1.2. Citocinas e inflamac¢éo do TA

A inflamag&o impulsionada pela obesidade é uma condigdo multifacetada que
atinge numerosos 6rgdos como TA, figado, coracéo, pancreas e entre outros (ELLULU
et al., 2017). A resposta inflamatéria que advém da obesidade € distinta do padréo
classico. Nesse cendrio, a inflamag&o advém da expanséo do tecido adiposo atravées
de hiperplasia e/ou hipertrofia dos adipdécitos tendo inicio com estes adipdcitos
disfuncionais que secretam e expressam proteinas, hormbénios e adipocinas,
resultando na produg¢do aumentada de moléculas de adeséo que, juntamente com
quimiocinas, estimulam a infiltragdo de células do sistema imune (células mieloides, e
linfoides) (ELLULU et al., 2017).

Em individuos acima do peso, algumas das moléculas com maior expressao
séo; fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), Interleucina-6 (IL-6), proteina C-reativa
(PCR), proteina quimioatraente de mondcitos-1 (MCP-1 ou CCL2) e leptina, ao
contrario do que acorre em individuos magros onde ndo sdo tdo expressas. As
adipocinas e quimiocinas citadas acima induzem a infiltragdo de macrofagos no TA e
possuem capacidade ou de ativa enzimas que inibem o receptor de insulina causando
resisténcia a mesma, ou de reduzir a sensibilidade a insulina mediante a inibi¢cdo do
transportador de glicose-4 (GLUT-4) (FRANCISQUETI et al., 2015; ALEXANDRAKI
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2006; DLUDLA et al.,, 2018; SILVA JR et al, 2017; LACERDA et al., 2016).

Dentre outras acdes destas moléculas, o TNF-a e a IL-6 por exemplo, tem
capacidade de diminuir a expresséo de adiponectina e reduzir a atividade da lipase
lipoproteica, enzima responsavel por degradar os triglicerideos das lipoproteinas
quilomicron e lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL) para armazenamento
dentro do tecido adiposo, gerando um aumento na circulacdo dos &cidos graxos livres
(FONSECA et al., 2007). Além do mais, o TNF-a esta envolvido na apoptose de
células B do pancreas podendo provocar disfungdo contribuindo para a Rl (REHMAN
et al., 2016), na citotoxicidade, apoptose, inibicdo da diferenciacdo de adipdécitos, na
sintese de IL-1 e IL-6 (LACERDA et al., 2016).

A IL-6 age de forma sistémica e local, além de macrofagos e linfocitos, outros
diversos tipos células séo atraidas pela secrecdo desta molécula. Ela estimula a
producdo de PCR pelos hepatdcitos e é um dos mediadores de proteinas de fase
aguda da inflamag&o, assim como a prépria PCR.

Uma das principais mediadoras da resposta inflamatéria de fase aguda é a
proteina C reativa (PCR), esta molécula possui atribuigcdes imunorreguladoras como
por exemplo a ativagédo e o recrutamento do sistema complemento, e o estimulo a
liberacdo de citocinas como o TNF-q, IL-1, IL-18, e até mesmo da IL-6 (BASTARD et
al., 2006). Associadamente ao posto de defesa, também possui diversas execucdes
envolvidas na patogénese de doencas cardiovasculares, intolerdncia a glicose,
sindrome metabdlica, e diabetes melito 2 INDULEKHA, 2011).

Ja a proteina quimioatraente de mondcitos 1 MCP-1/CCL-2 é conhecida por
sua capacidade de conduzir a quimiotaxia de células mieloides e linfoides, sua
expressdo é induzivel, desencadeada apds exposi¢do a estimulos inflamatérios, como
IL-1, IL-4, IL-6, TNFa etc (YOSHIMURA, 2018).

A leptina tem capacidade de agir no hipotalamo promovendo saciedade.
Contudo, na obesidade hé intolerancia & insulina e a leptina o que leva a perdas no
controle do apetite e comportamento alimentar, ocasionando mais discrepancia no
ganho de peso. A leptina possui capacidade de suprimir a expressao de adiponectina,
modular a producdo de TNF-a, além de estimular expressédo da mesma e a de IL-6
(SILVA JR, 2017; LACERDA et al., 2016).

Quando o excesso de peso corporal € suprimido, ha uma maior expressédo nas

adipocinas anti-inflamatérias e uma reducdo das pro-inflamatérias. Adipécitos e
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diversas outras células produzem adipocinas anti-inflamatérias, como a IL-10 e a
adiponectina (AdipoQ), que por sua vez, sdo capazes de reduzir os niveis séricos de
TNF-a, IL-1, IL-6 e IL-8.

A IL-10 é uma citocina de agdo anti-inflamatéria, que predominantemente no
TA, é geradas por células imunes como linfocitos T e B (RAJBHANDARI et al., 2019)
além de ser indispensavel na regulacdo da homeostase tecidual, sobretudo no
intestino (OUYANG et al., 2019).

Secretada pelo endotélio onde desempenha fungBes vasoprotetoras, a
adiponectina também é expressa quase que exclusivamente no tecido adiposo. Sua
concentracdo plasmatica atua positivamente aumentando a sensibilidade a insulina e
desempenhando efeitos anti-inflamatoérias (KATSIKI et al.,, 2017). Os efeitos
metabdlicos da adiponectina no figado elevam a sensibilidade a insulina, restringe o
influxo de acidos graxos néao esterificados, eleva a oxidagao dos acidos graxos e reduz
o fluxo de glicose (SILVA JR, 2017; BALSAN et al., 2015).

Perante ao exposto, fica claro que a inflamag&o cronica induzida pela
obesidade favorece uma desregulagcdo na expressdo de citocinas, acarretando
diversas complica¢gdes na saude do organismo. Sendo assim, nota-se que as citocinas
pro e anti-inflamatérias sdo fundamentais para o controle da resposta inflamatéria e
imunolégica pois estdo intrinsecamente relacionadas as atividades e regulacdo de

diferentes células, como também de outras citocinas.

1.3.  Colesterol e Triglicérides

O colesterol é um esteroide importante para o funcionamento do organismo,
porém, em niveis mais altos formam placas nas paredes das artérias e dificultam a
passagem da circulagdo sanguinea. A maior parte que 0 organismo necessita é
biosintetizado de forma enddgena no figado, mas também é proveniente de alimentos
ingeridos na dieta. Por ser sollvel apenas em gorduras, o colesterol é transportado
pelo sangue por meio de lipoproteinas: lipoproteinas de alta densidade (HDL),
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e lipoproteina de densidade muito baixa
(VLDL). O HDL é caracterizado por recolher o colesterol na parede das artérias, é
capaz de realizar a transferéncia de colesterol dos tecidos extra-hepaticos

devolvendo-o ao figado (SHAH et al., 2001) ao passo que o LDL forma um deposito
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de gordura nas artérias e diminui o fluxo de sangue. Ja o VLDL tem a capacidade de
transportar porgbes maiores de triglicerideos por conta de sua composicdo de
diferentes porcentagens de proteina, triglicerideos e colesterol. O colesterol total é
definido pela soma do colesterol HDL, LDL e VLDL.

Quem representa a maior parte das gorduras ingeridas sdo os triglicerideos.
ApoOs sua ingestéo, o colesterol é absorvido pelas células intestinais, e passando pelo
sistema linfatico, estas moléculas alcangam a circulagcdo sanguinea. Os acidos graxos
séo recolhidos especialmente por células musculares, também pelas células adiposas
e outra parte € recolhida pelo figado.

Disturbios no metabolismo de &cidos graxos e colesterol sdo perceptiveis na
obesidade e naturalmente estdo ligados ao desenvolvimento e/ou manutencdo da
inflamag@o metabdlica e RI. A ascensdo da produgdo hepatica de LDL e VLDL e
atenuacdo de HDL, é um problema grave que acompanham a obesidade. As
consequéncias mais custosas da resisténcia a insulina no figado, musculo e tecido
adiposo, giram em torno da incapacidade de suprimir a produg&o hepatica de glicose,
a absorcéo e oxidagéo de glicose muscular e a incapacidade de suprimir a liberagéo
de acidos graxos livres do TA. Essas irregularidades sdo impulsionadas pela
combinagdo da maior entrega de acidos graxos livres ao figado a partir do aumento
da adiposidade total, principalmente visceral, resisténcia a insulina e um estado proé-

inflamataério.

1.4. Camundongos AIRmax AIRmin como modelo experimental

Estas linhagens foram criadas e desenvolvidas pelo equipe do Laboratério de
Imunogenética do Instituto Butantan. Os camundongos AIRmax (méxima reatividade
inflamatoéria aguda) e AIRmin (minima reatividade inflamatéria aguda) foram
fenotipicamente selecionados baseado na intensidade da resposta inflamatéria aguda
(AIR).

A selecdo foi iniciada a partir de cruzamentos balanceado entre oito linhagens
isogénicas (CBA, A, SWR, SJL, C57BI6, P, BALB/c e DBA/2) que deram origem a
populagdo (FO), geneticamente heterogénea (STIFFEL et al., 1990). O critério
aplicado levou em consideragdo os extremos de maxima ou minima reatividade

inflamatoéria aguda (AIR) gerada pela injecdo subcutdnea de microesferas de



17
poliacrilamida (Biogel).

Figura 1 — Esquema de obtengé&o das linhagens AIRmax e AIRmin por selegéo
fenotipica.

ﬁ!wE hﬂ

A DBA/S2 P SWR BALB/c CSTBL/G

AIRmax AIRmin

Fonte: Laboratério de Imunogenética, 2022

Ap6s 24 hs da injecdo de Biogel através da lavagem do exsudato inflamatério
com heparina a 20U, a avaliacdo da AIR era realizada. O fendétipo foi definido mediante
a avaliagdo, no exsudato inflamatério, da concentragdo de proteinas plasmaticas por
espectrofotometria a 280 nm e do nimero de leucdcitos por contagem em camara
hemocitométrica de Malassez (IBANEZ et al., 1992; STIFFEL et al., 1990).

A cada geracao os animais que apresentavam maxima reatividade inflamatéria
aguda eram cruzados entre si enquanto, por outro lado, os animais que apresentavam
minima reatividade inflamatoéria aguda também eram cruzados entre si. Todos 0s
cruzamentos eram feitos evitando-se a consanguinidade para preservar um
background genético heterogéneo fixando-se apenas 0s genes de resposta
inflamatéria aguda.

Vale pbr em evidéncia que as respostas inatas e especificas apresentam
regulacdes genéticas independentes, como ja certificado em Araujo et al. (1998).

AIRmax e AIRmin ndo manifestam diferencas na resposta humoral a antigenos
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complexos ou celular em ensaios de hipersensibilidade tardia (ARAUJO et al., 1998).

Dados anteriores do laboratorio mostraram que os camundongos selecionados
para a reatividade inflamatéria aguda (AIR) acumularam de maneira diferenciada entre
as linhagens Max e Min e que o tecido adiposo, por sua vez, € descrito ter um estado
de inflamacédo basal cronica, é interessante investigar a possivel inter-relagdo entre

essas duas caracteristicas nas linhagens AIRmax e AIRmin.
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2. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho é estudar a interferéncia de genes reguladores da
resposta inflamatéria aguda no ganho de peso de animais AIRmin e AIRmax ao longo
do tempo de vida, correlacionando parametros do ganho de peso (gordura
viscerogonadal e perfil lipidico do soro) e da expressdo de genes de citocinas

inflamatorias nesses animais submetidos a dieta convencional ou a dieta hiperlipidica.
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3.  MATERIAIS E METODOS

3.1. Camundongos

Foram utilizados camundongos AIRmax e AIRmin, em grupos equivalentes de
machos e fémeas, a partir do desmame com 28 a 30 dias de vida, provenientes do
Biotério do Laboratério de Imunogenética. Os animais AIRmax e AIRmin foram
mantidos no biotério de Imunogenética do Instituto Butantan sob regime convencional,
agua ad libitum e ciclo claro/escuro de 12 horas. Todos os procedimentos envolvendo
0s animais atenderam aos principios éticos de experimentacdo animal aprovados pela
Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal do Instituto Butantan (CEUAIB
3268080319)

3.2. Regime alimentar com dieta Convencional (DC) e dieta Hiperlipidica
(DH)

Em 2020, grupos de animais AIRmax e AIRmin, machos e fémeas, foram
mantidos sob dieta convencional (DC) ou dieta hiperlipidica (DH) durante 12 meses e
tiveram seus parametros antropomeétricos, de ganho de peso analisados aos 3, 6 e 12

meses.
Composigéo da ragdo Convencional (DC)
A ragao convencional foi obtida da empresa Nuvilab CR-1 e apresenta a seguinte

composicao: milho integral moido, farelo de soja, farelo de trigo, carbonato de célcio,

fosfato bicalcico, cloreto de sédio, premix vitaminico mineral e aminoacidos.

Composicdo da racdo Hiperlipidica (DH)

A racgéo Hiperlipidica foi obtida da empresa Pragsolucfes Biociéncias e é composta
por amido milho (15,95%), caseina (20%), amido dextrinizado (10%), sacarose (10%),

Banha (30%), 6leo de soja (4%), fibra (Celulose de Microcristalina) (5%), L-cistina
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(0,3%), Bitartarato de colina (0,25%), BHT (0,01%), Mix mineral AIN 93G (3,5%) e Mix
vitaminico AIN 93 (1,0%).

Os dados obtidos da andlise desses animais indicaram diferencas no ganho de
peso e acumulo de gordura viscerogonadal nos grupos AIRmin e AIRmax com 6
meses de DC e DH. Desse modo, em 2021 animais AIRmax e AIRmin, em grupos
equivalentes de machos e fémeas foram colocados sob o regime de dieta DC ou DH
no momento do desmame. Com 6 meses de dieta, foram sangrados para avaliagéo
do perfil lipidico do soro, eutanasiados e tiveram suas gorduras vicerogonadais
extraidas, pesadas e estocadas em tampéo “Later” para avaliacdo da expressdo de

citocinas produzidas nestes tecidos.

3.3. Coleta e pesagem das amostras de gordura

Para realizar a extracdo de RNA das amostras de gordura viscerogonadal foram
coletadas, pesadas e estocadas a -20°C em tampéao “Latter”. Do material estocado,
foram pesados 100 a 150 mg dessas amostras, as quais foram transferidas para tubos

eppendorfs contendo “beads” de aco inoxidavel para extracdo de RNA.

3.4. Extracdo de RNA

Esta etapa foi realizada utilizando o kit GE Healthcare. Para isso, foram
adicionados 350 pl da solugéo de lise + 3,5 pl de B-Mercaptoetanol nas amostras
contidas nos eppendorfs, as quais foram colocadas no Tissuelyzer durante 5 minutos.
O lisado foi aplicado em eppendorfs contendo filtros de limpeza (RNAspin mini filter)
e centrifugados a 11.000 x g durante 5 minutos. O filtro utilizado foi descartado e
acrescentou-se 350 pl de etanol 70% ao filtrado que foi submetido ao vortex durante
5 segundos. A seguir os filtrados foram transferidos para novos eppendorfs contendo
um filtro para retencdo do RNA e DNA e centrifugados a 11.000 x g durante 5 minutos.
Em seguida, houve a transferéncia desse filtro para novos eppendorfs e o descarte do
que sobrou (filtrado).

Para a dessalinizacéo, foi adicionado 350 pl de tampé&o dessanilizador e em
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seguida centrifugados a 11.000 x g durante 5 minutos. O sobrenadante foi descartado
e os filtros foram colocados em novos eppendorfs. Para a digestdo do DNA, preparou-
se um mix de 10 pl de DNase | reconstituido + 90 pl de tampé&o de DNase. Foi aplicado
95 ul do mix nos filtros. As amostras foram incubadas em temperatura ambiente em
15 minutos e entdo submetidas as 3 etapas de lavagem e secagem. A seguir, 0 RNA
foi eluido adicionando 100 pl de RNase-free H20 e centrifugado a 11.000 x g durante

5 minutos.

3.5. Nanovue

A fim de garantir com seguranca maiores indices de pureza das amostras
obtidas na etapa de extracéo de RNA, foi utilizado o aparelho Nanovue para medir a
concentracdo e pureza dos acidos nucleicos. Para RNA, o coeficiente de extin¢édo é
40 (ng/ul RNA) / A260, ou seja, 1 unidade OD = 40 (fator de conversdo) em um
caminho de 10 mm. Portanto, concentragdo pg/ml = Abs 260 x 40. O Nanovue tem um
amplo alcance linear.

A revisao das configuracdes de parametros do equipamento foram verificadas,
onde o comprimento do caminho foi 'Automético’, o plano de fundo 'Ligado’, o fator de
diluicdo de 1.000 (para as amostras de RNA o fator foi 40,0). Evitando bolhas ou
espalhamento da amostra, foi pipetado 2 pl de cada amostra de referéncia limpa na
placa de amostragem. A concentragcéo das amostras foi exibida em ng/ml e os dados

foram anotados.

3.6. Bioanalyzer

O Bioanalyzer RNA 6000 Nano faz uma medicdo da qualidade do RNA
denominada RNA integrity number (RIN), proporcionando uma caracterizagéo segura
e reprodutivel de RNA total e mMRNA de diversos tipos de amostras (5ng de RNA total).
O procedimento foi baseado em uma corrida das amostras em gel sobre o “RNA nano
chip”.

E utilizado como controle um padrdo de peso molecular (RNA Ladder). Para o
preparo das amostras, foi pipetado 1,2 pl de cada amostra e também do RNA Ladder

(previamente aliquotado a -80°C) em eppendrofs de 0,2 mL.
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Para realizar o preparo do gel, o priming station do equipamento foi montado e
uma seringa foi acoplada no aparato ja com o émbolo suspenso. No preparo do gel,
foi pipetado 550 ul de RNA 6000 nano gel matrix em um tubo contendo filtro. Em
seguida, o tubo foi posto na centrifuga a 1.500 g durante 10 minutos a temperatura
ambiente e aliquotado em eppendorfs contendo 65 pl do gel filtrado e 0,5 ml de agua
RNase-free. O frasco de corante RNA 6000 Dye foi homogeneizado no vortex (10
segundos) e adicionou-se 1 pul do Dye no eppendorf com 65 pl de gel filtrado com a
agua para se ter a mistura do corante (Dye) no gel. Em seguida a mistura foi passada
no vortex novamente e centrifugada & 13.000 g durante 10 minutos a temperatura
ambiente.

Apos colocar o “RNA nano chip” no “Priming Station”, foi pipetado 9,0 ul da
mistura do gel no pogo G. A seringa foi posicionada em 1 ml e o chip foi fechado no
Priming Station. O émbolo da seringa foi pressionado para espalhamento do gel em
todos 0s pogos do chip, e apés a abertura do Priming Station, foi pipetado 9,0 pl do
gel nos demais pogos marcados com G (primeiro e segundo). Depois de centrifugar
brevemente o eppendorf contendo Agilent RNA 6000 Nano Marker foi pipetado 5 pl
do reagente em todos os 12 pogos de amostras junto ao pogo do Padré@o. Logo apés,
houve a aplicacdo o Ladder e das amostras no chip. Foi pipetado 1 pl do ladder no
poco do Padréo, e 1 ul das amostras em cada um dos 12 pogos. O chip foi posto na
posicéo horizontal no adaptador do vortex IKA durante 1 minuto a 2.200 rpm. A seguir,
rapidamente o chip foi colocado no Bioanalyzer, para a realizacdo da analise e os

dados foram salvos em PDF.

3.7. cDNA

Na capela de fluxo laminar ligada previamente por 15 minutos (com lampada
uv), foi feito o preparo do material. No Mix 1 foi utilizado 1 pl de oligo DT e 1 pl de
mix dNTP a 10 mM. Enquanto no Mix 2 foi utilizado 4 pl de first stand, buffer 5x, 1 pl
de DTT, e 1 pl de enzima super script lll. Em seguida, foi pipetado 250 pl de RNA
total nos eppendorfs contendo o Mix 1, complementado com H.O RNase free
(méximo de 14 ul) em todas as amostras a quais foram levadas para o termociclador
para a incubacg&o de 5 minutos a 65°C, e em seguida submetidas ao resfriamento

por 1 minuto. Apds a centrifugagéo, foi adicionado 6 pl do Mix 2 em todas as
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amostras e as mesmas foram colocadas novamente no termociclador a 50°C durante
1 hora e mais 70°C durante 15 minutos. Para a estocagem o cDNA foi diluido 1:4 em

agua, e em seguida acondicionados freezer a -80°C.

3.8. RT-PCR

A reacdo em cadeia da polimerase com transcricdo reversa em tempo real
(RT-PCR) mede os niveis de mRNA de alvos com baixos numeros de coépias de
interesse. Os beneficios do procedimento incluem a sensibilidade, e o potencial para
quantificacdo alta e precisa. Apos as analises com o Bioanalyzer, o0 RNAm foi
transcrito reversamente para amplificacdo e deteccdo de cDNA especifico com
emprego de RT-PCR, no sentido de avaliar a expressdo dos genes de citocinas.

Dentre as técnicas empregadas para a medicdo e mudancas relativas na
expressdo génica, o RT-PCR é o mais eficaz e preciso. Os resultados do RT-PCR séo
expressos como Ct (ponto inicial ou limiar do ciclo), os valores de Ct correspondem
ao numero do ciclo do PCR e representam a intensidade da fluorescéncia emitida pelo
produto do RT-PCR amplificado do gene alvo e séo inversamente proporcionais ao
contetdo de mRNA da amostras, ACt (delta Ct), o valor da variacdo de CT (ACT) é
calculado subtraindo-se o valor do CT do gene de interesse (do valor do CT do gene
constitutivo, usado como controle interno e AACt (delta delta Ct), normalizagcédo dos
resultados pela média da variagdo do valor de CT (ACT) dos animais controle.

O ensaio foi feito em triplicatas em placas e os célculos para diluicdo dos
primers foram feitos. No fluxo, os primers foram diluidos e a placa foi aberta. Foi
pipetado 5 pl de Mastermix em todos os pogos, assim como a H20 e os primers
também foram colocados em seus respectivos po¢os. Apds deixar o fluxo, a placa foi
selada e coberta com papel aluminio e levada até a geladeira. No computador
acoplado ao aparelho de PCR, o desenho da placa foi transferido para o programa,
as amostras em triplicatas foram adicionadas. Em seguida, as amostras de cDNA
foram pipetadas nos pocos da placa, a mesma foi selada, e centrifugada por 10
segundos. Apds esse procedimento, a placa foi inserida na maquina de RT-PCR e a
corrida foi realizada.

Nossos resultados foram expressos em ACt (delta Ct), uma vez que todos os

animais, tanto submetidos a DC quanto submetidos a DH acumularam gordura, nédo
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havendo nesses ensaios animais magros que pudessem compor um “grupo controle”.

3.9. Colesterol e Triglicérides

A Metodologia realizada foi um teste Enzimatico Colorimétrico para a

determinagdo do colesterol total em amostras de soro, por reagcdo de ponto final.

Colesterol:
O ensaio foi preparado utilizando o kit Colesterol Liquiform da Labtest,

referéncia 76, o qual continha os seguintes reagentes:

Reagente 1 - contém tampao 50 mmol/L, pH 7,0; fenol 24 mmol/L; colato de sédio 500
mol/L; azida sédica 15 mmol/L; 4-aminoantipirina 500 mol/L; colesterol esterase 250
U/L; colesterol oxidase 250 U/L e peroxidase 1000 U/L

Padréo: 200 mg/dL - contém azida sodica 15 mmol/L.

Nos tubos, foi colocado 0,01 mL das amostras ou 0,01 mL do padrdo e 1,0 mL
do reagente 1. Em seguida, a incubacéao foi feita em banho-maria a 37 °C durante 10
minutos, onde o nivel de dgua no banho estava superior ao nivel de reagentes nos
tubos de ensaio. A seguir 100 pl de cada amostra foi transferida para uma microplaca
de 96 pogos. A absorbancia das amostras e do padrdo foi determinado em 490 nm
em leitor de ELISA (nQuant - Biotek Instruments, INC).

O calculo foi realizado levando em conta que: o fator de calibracdo é igual a
200 dividido pela absorbancia do padréo, e que a resultado da dosagem do-Colesterol
em mg/dL é igual a absorbancia da amostra vezes o fator, tém-se a formula de célculo

final:

- Colesterol (mg/dL) = absorbancia da amostra dividido pela absorbancia do padréo x
200.

Triglicerideos:
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O ensaio foi realizado utilizando o kit Triglicérides Liquiform da Labtest,

referéncia 87, o qual continha os seguintes reagentes:

Reagente 1: Contém tampédo 50 mmol/L, pH 7,0; ions magnésio 4 mmol/L; 4-clorofenol
2,70 mmol/L; 4-aminoantipirina 300 mol/L; ATP 1,8 mmol/L; lipoproteina lipase 1400
U/L; glicerolquinase 1000 U/L; glicerolfosfato oxidase 1500 U/L; peroxidase 900 U/L e
azida sédica 0,095%.

Padréo: Contém triglicérides 200 mg/dL e azida sddica 0,045%.

Nos tubos, foram colocados 0,01 mL de cada amostra ou 0,01 mL do padréo e
1,0 mL do reagente 1. Em seguida, a incubacéo foi feita em banho-maria a 37 °C
durante 10 minutos, onde o nivel de agua no banho estava superior ao nivel de
reagentes nos tubos de ensaio. A seguir 100 pl de cada amostra foi transferida para
uma microplaca 96 pocos. A absorbancia das amostras e do padréo foi determinado
em 490 nm em leitor de ELISA (uQuant — Biotek Instruments, INC).

O calculo foi realizado, levando em conta que o fator de calibragéo é igual a
200 dividido pela absorbancia do padrdo e que a resultado da dosagem dos-
Triglicérides em mg/dL é igual a absorbancia da amostra vezes o fator, tém-se a

formula de célculo final:

- Triglicérides (mg/dL) = absorbancia da amostra dividido pela absorbancia do padrao
x 200.

3.10. Analise estatistica

Os resultados foram analisados usando o teste Anova através do programa
GraphPad Prism (GraphPad, San Diego, California). Valores P < 0.05 foram
considerados significantes. Os resultados representam a média e o erro padréo (+
SEM).
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4. RESULTADOS

4.1. Coleta e pesagem da gordura viscerogonadal

Figura 2 - Peso da gordura viscerogonadal retirada dos camundongos AIRmax e
AIRmin machos e fémeas submetidos a dieta convencional (DC) e hiperlipidica (DH)
durante 6 meses.
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Fonte: proprio autor, 2022.
Legenda: Na DH foram observadas diferencas significativas no peso da gordura entre machos e
fémeas AIRmax (*** p<0,005) e AIRmin (* p<0,05).

Como visto na figura 2, na DC ndo foram observadas diferengas quanto o
acumulo de gordura na regido viscerogonadal entre os grupos estudados. Na DH as
fémeas apresentaram maior acumulo desse tipo de gordura que os machos. Fato
observado tanto para a linhagem AIR Max (*** p<0,005) quanto para linhagem AIR
Min (* p<0,05). A comparagao das duas dietas indica que a DH apresenta um padrao
de acumulo de tecido gorduroso abdominal diferente do padréo visto na DC nas
fémeas. Na linhagem AIR Max a DH aumenta a deposi¢céo abdominal de gordura em
relagdo a DC (*** p<0,005) e na linhagem AIR Min, o mesmo fendmeno € observado,

com o mesmo nivel de significancia (*** p<0,005).
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4.2 Andlise dos dados Nanovue

Tabela 1 — Concentracdo RNA extraido das amostras de gordura viscerogonadal de
camundongos AIRmax e AIRmin submetidos & dieta convencional (DC). Os

camundongos AIRmax estéo representados em azul e os AIRmin em vermelho.

DC Género [ 1 RNA ng/pl A (260/280)
M 596 1.822/1.294
M 245 1.97/17
M 179 1.990/1.52
F 370 1.96/2.27
F 70 1.92/1.19
F 264 1.96/1.97
19 M 116 1.99/0.60
20 M 107 1.94/0.72
21 M 122 1.94/1.32
26 F 178 1.97/0.42
27 F 313 1.95/1.62
28 F 306 1.95/1.02

Fonte: proprio autor, 2022.
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Tabela 2 — Concentracdo RNA extraido das amostras de gordura viscerogonadal de
camundongos AlIRmax e AIRmin submetidos a dieta hiperlipidica (DH). Os

camundongos AIRmax estdo representados em azul e os AIRmin em vermelho.

DH Género [ 1 RNA ng/ul A (260/280)
M 275 1.815/1.854
M 177 1.912/2.078
M 183 1.96/2.0
M 144 1.97/2.10
F 120 1.96/1.84
F 183 1.96/2.0
F 152 1.88/1.27
F 168 1.99/1.79
15 M 169 1.913/2.142
16 M 176 1.807/1.769
17 M 124 1.98/1.23
18 M 70 1.92/1.19
22 F 189 1.96/2.10
23 F 116 1.99/1.86
24 F 130 1.97/1.87
25 F 82 1.97/0.43

Fonte: préprio autor, 2022.

Conforme mostrado nas tabelas 1 e 2, ap0s o processo de extracdo de RNA,
foi utilizado o espectrofotdmetro de microvolume Nanovue para a medicdo da
concentracdo e da absorbancia de amostras de &cidos nucleicos e proteinas.

Como referido, deve utilizar aproximadamente as mesmas quantidades de RNA
nas diferentes amostras quando pretende-se compara-las (Bustin et al., 2009). A
razdo A260/A280 é usada para avaliar a pureza de DNA e RNA. Através desta razao,
pode-se avaliar a contaminagdo da amostra ou dos reagentes. Segundo Asif et al.
(2006) quando esses valores estiverem entre 1,8-2,1, respectivamente, indicam a

descontaminagdo das amostras. Ressalta-se ainda que a relagdo de absorbancia
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A260/A280 néo indica diretamente a pureza do RNA, pois a presenca de DNA ou
residuos de fenol altera esta relagdo (Bustin et al., 2009). E possivel observar na
tabela 1 e 2 os valores da quantificacdo e das relacdes entre absorbancias,
evidenciando que as concentragdes de RNA variam de 70 a 596 ng/ul, e a absorbancia

proximas a 2.0 sendo entéo, valores considerados adequados.

4.3 Pureza (RNA Integrity Number — RIN) dos acidos nucléicos (Bioanalyzer)

Tabela 3 — Pureza RNA extraido das amostras de gordura viscerogonadal de

camundongos AIRmax e AIRmin submetidos & dieta convencional (DC).

DC Género RIN
M 6.60
M 7
M 7.90
F 8.20
F 7.60
F 7.90
19 M 8.10
20 M 7.20
21 M 6.80
26 F 8.40
27 F 8.20
28 F 7.80

Fonte: préprio autor, 2022.
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Tabela 4 - Pureza RNA extraido das amostras de gordura viscerogonadal de

camundongos AIRmax e AIRmin submetidos & dieta hiperlipidica (DH).

DH Género RIN
M 8.30
M 6.50
M 8.80
M 8.60
F 7.80
F 8.30
F 8.90
F 8.30
15 M 8.30
16 M 6.80
17 M 7.50
18 M 7.40
22 F 8.30
23 F 6.90
24 F 7.70
25 F 8.80

Fonte: préprio autor, 2022.

Nas tabelas 3 e 4, as amostras foram submetidas as analises pelo Bioanalyzer,

com base em um sistema padronizado de numeragéo de qualidade crescente de 1 a

10, o RIN atribui valores de integridade as medigcbes do RNA, sendo desejavel ao

redor de 7.0 ou maior. Os resultados desse ensaio tanto para camundongos

submetidos & DC como mostra na tabela 3, quanto para camundongos submetidos a

DH como mostra na tabela 4, variam de 6.90 a 8.90, indicando que a extracdo de RNA

das amostras foi adequada. A obtenc&o dos dados de sequenciamento de qualidade

desejaveis garantiu a replicabilidade e confiabilidade do experimento seguinte, o RT-

PCR.
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4.4  Analise dos dados RT-PCR da expressao dos genes TNF-a, IL-6 e CCL-2

O RNA total foi extraido e o cDNA sintetizado. A amplificacdo do cDNA foi feita
por RT-PCR com primers para os genes TNF-a, IL-6 e CCL-2 e para 0 gene
constitutivo a Ciclofilina, como controle interno da reacdo. O valor da variagéo de Ct
(ACT) foi calculado subtraindo-se o valor do Ct do gene de interesse do valor do Ct do

gene da Ciclofilina e expressos nos gréficos a seguir.

Figura 3 — Expresséo relativa de TNF-a (ACt) em camundongos AlIRmax (azul), AIRmin
(vermelho) machos e fémeas submetidos & dieta Convencional (DC) e Hiperlipidica (DH)

durante 6 meses (média + SEM).
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Fonte: préprio autor, 2022.
Legenda: Houve expressdo semelhante do gene de TNF-a em camundongos AIRmin e AIRmax machos

e fémeas submetidos a DC e a DH.

Como mostra a figura 3, foi observada expressdo semelhantes do gene de TNF-
a em camundongos AIRmin e AIRmax machos e fémeas submetidos a DC e a DH,

indicando que diferentes dietas ndo afetaram a producéo de TNF- a.
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Figura 4 - Expresséo relativa de IL-6 (ACt) em camt =longos AIRmax (azul), AIRmin
(vermelho) machos e fémeas submetidos a dieta Convencional (DC) e Hiperlipidica
(DH) durante 6 meses (média + SEM).
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Fonte: préprio autor, 2022.

Legenda: A expressdo do gene de IL-6 em camundongos AIRmin fémeas foi maior que em
camundongos AIRmax fémeas quando submetidos a DH (*p=<0,05).

A figura 4 mostra que a expressao do gene de IL-6 em camundongos AIRmiIn
fémeas foi maior que em camundongos AIRmax fémeas quando submetidos a DH
(*p=<0,05). As fémeas AIRmin submetidas a DH apresentaram também uma tendéncia
maior expresséo de IL-6 que as fémeas AIRmin submetidas a DC, embora com um
namero de animais analisados até o momento essa diferenca ndo tenha sido

estatisticamente significante.
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Figura 5 - Expresséo relativa de CCL-2 (ACt) em camundongos AlIRmax (azul),
AIRmin (vermelho) machos e fémeas submetidos & dieta Convencional (DC) e
Hiperlipidica (DH) durante 6 meses (média + SEM).
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Fonte: préprio autor, 2022.
Legenda: Para a expressdo do gene de IL-6, as fémeas AIRmin submetidas a DH apresentaram uma

tendéncia de maior expressado de CCL-2 que as fémeas submetidas a DC.

Como observado nas figuras 5, ndo houve uma diferenga expressiva em
relacéo a expressao do gene de CCL-2 em camundongos AIRmin e AIRmax machos
e fémeas submetidos as duas dietas (DC e DH). Ainda que, como visto para IL-6 as
fémeas AIRmin submetidas a DH apresentaram uma tendéncia de maior expressao

de CCL-2 que as fémeas submetidas a DC.
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4.5. Analise dos dados de Colesterol
Figura 6 - Niveis de Colesterol (média + SEM) dosados no soro dos camundongos

AIRmax (azul), AIRmin (vermelho) machos e fémeas submetidos a dieta Convencional

(DC) e Hiperlipidica (DH) durante 6 meses.
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Fonte: proprio autor, 2022.
Legenda: Na DH, os AIRmax machos apresentaram niveis de colesterol mais altos que os machos
AIRmin (p< 0,01).

Para avaliar o impacto das dietas sobre o perfil lipidico dos camundongos
AIRmax e AIRmin, foram dosados os niveis de colesterol total no soro dos animais
submetidos as dietas convencional (DC) e hiperlipidica (DH).

Conforme a figura 5, os resultados mostraram que, a DH néo alterou os niveis
de colesterol em relagdo a DC dentro das linhagens. No entanto a DH, aumentou mais
os niveis de colesterol dos AIRmax machos que dos machos AIRmin. As fémeas
AIRmin mostraram uma tendéncia de aumento dos niveis na DH em relagdo a DC,
porém, com o niumero de animais estudados, esse aumento ndo foi estatisticamente

significativo.
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4.6  Analise dos dados de Triglicérides
Figura 7 - Niveis de Triglicérides (média + SEM) dosados no soro dos camundongos

AIRmax (azul) AIRmin (vermelho) machos e fémeas submetidos a dieta
Convencional (DC) e Hiperlipidica (DH) durante 6 meses.
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Fonte: proprio autor, 2022.

Legenda: Na DC, as AIRmax fémeas apresentaram niveis de triglicérides mais altos que as fémeas
AIRmin (**p< 0,01).

Ainda para avaliacdo do impacto das dietas sobre o perfil lipidico dos
camundongos AIRmax e AIRmin, foram dosados também os niveis de triglicérides
no soro dos animais submetidos as dietas convencional (DC) e hiperlipidica (DH).

De acordo com a figura 7, é possivel observar que os machos e fémeas AIRmin
mostram uma tendéncia a apresentar maiores niveis de triglicérides na DH em
relacdo a DC, sendo essa tendéncia vista principalmente nas fémeas. Nota-se ainda
que as AlIRmax fémeas submetidas a DC, mostram niveis de triglicérides
estatisticamente mais elevados que as fémeas AIRmin (p< 0,01) submetidas a
mesma dieta.
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5. DISCUSSAO

No presente estudo objetivamos avaliar e comparar os impactos associados a
obesidade derivada de uma dieta hiperlipidica e uma dieta convencional em
camundongos selecionados para a madxima e minima reatividade inflamatéria aguda
(AIR). Estes efeitos foram examinados através da coleta de gordura viscerogonadal,
do perfil lipidico do soro, por expresséo génica de citocinas inflamatérias e dosagem
de colesterol total e triglicérides. As citocinas selecionadas foram TNF-q, IL-6 e CCL-
2. Foi pressuposto que houvesse uma tendéncia de aumento nos niveis de
expressdo do gene das citocinas escolhidas, como também nos niveis de colesterol
total e triglicérides, dado que hé resultados evidentes observados sobre o assunto.

Na coleta da gordura viscerogonadal, observou-se que as fémeas AIRmax e
AIRmin submetidas a DH tiveram maior acumulo de gordura nesse local que os
machos. Fato que néo foi observado na DC. A comparac¢éo das duas dietas indica
qgue a DH apresenta um padrédo de acumulo de tecido gorduroso abdominal diferente
do padréo visto na DC nas fémeas.

As andlises da expressdo de genes das citocinas inflamatérias indicaram
tendéncia de maior expressdo do gene de IL-6 e CCL-2 nas fémeas AIRmin
submetidas a DH em relacdo a expressdo vista nas fémeas DC. Esses dados
indicam que a DH teve um impacto diferente na expressao tanto de IL-6 quanto de
CCL-2 em relagdo & DC e sdo consistentes com o aumento de peso observado
nesses animais e com achados em humanos, em que a expressao e secregéo de IL-
6 e CCL-2 tem um nivel maior em um estado de obesidade, podendo contribuir para
uma inflamacdo metabdlica (SINDHU, 2015; EL-MIKKAWY, 2020; MASHIRO,
2016,).

Normalmente, a alta adiposidade esta ligada ao aumento da producdo de
citocinas inflamatdrias; aqui, observamos que a expresséo de TNF-a, foi semelhante
nas duas linhagens e dietas, indicando que essa citocina estd presente tanto na
obesidade induzida pela DC quanto a induzida por DH. De fato, dados na literatura,
mostraram que a producgdo de TNF-a e CCL-2 em sobrenadante de adipdcitos de
camundongos C57/BL/6J submetidos a DC e DH, foram semelhantes nas duas
dietas Liechocki (2018).

Quando observamos os resultados do perfil lipidico dos animais AIR Max e
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AIRmin, observamos que a DH, aumentou mais os niveis de colesterol dos AIRmax
machos em relacdo aos machos AIRmin, resultado ndo observado na DC e nas
fémeas. Notamos que para triglicérides, as fémeas AIRmin mostraram uma
tendéncia de aumento dos niveis na DH em relagéo a DC, corroborando o impacto
dessa dieta neste grupo, ja indicado nos resultados da expresséo dos genes de IL-6
e CCL-2. Nota-se ainda que as AIRmax fémeas submetidas a DC, mostram niveis
de triglicérides mais elevados que as fémeas AIRmin (p< 0,01), o que néo foi
observado na DH, mostrando que essa dieta elevou os niveis de triglicérides nessas

fémeas AIRmin.
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6. CONCLUSAO

A partir da analise dos resultados obtidos, € possivel concluir que animais das
linhagens AIRmin, especialmente as fémeas submetidas a dieta hiperlipidica, tendem a
ter um aumento nos niveis de triglicérides, da mesma forma que na expressédo de
citocinas pro-inflamatérias como por exemplo IL-6 e CCL-2. Na linhagem AIRmax os
parametros estudados foram semelhantes na DC e na DH, uma vez que dados anteriores
mostraram que o acumulo espontaneo de peso na DC nessa linhagem j& era mais alto
gue na linhagem AIRmin e que a maioria das linhagens de camundongos isogénicos.
Assim, nossos dados mostram que a DH teve maior impacto na linhagem AIRmin, a qual
originalmente acumulava menos peso na DC, fato visto especialmente as fémeas que

sempre se mostraram mais magras em relagéo aos outros grupos estudados.
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