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RESUMO

A obesidade é definida como uma sindrome, mais de 50% da populacdo esta acima do peso,
isso vem corroborando para uma populagdo com outras doencas, como doencas
cardiovasculares, diabetes e hipertensdo. Nos estudos atuais, a literatura tem abordado sobre
as Dietas Hiperlipidicas e os seus efeitos na fisiologia do corpo humano. As Citocinas podem
ser reconhecidas em diferentes classificacdes, de acordo com sua atividade pro-inflamatorias
(TNF-0. e IL-1PB) e anti-inflamatdrias (IL-1p). O presente trabalho tem como objetivo
investigar o efeito de citocinas pro-inflamatdrias em camundongos C57BL6J apds exposicao
por dietas pobres em proteinas e ricas em lipidios. Foram utilizados camundongos C57BL/6J,
no experimento completo foram utilizados 46 animais. Camundongos recém-nascidos
amamentados foram selecionados aleatoriamente para trés grupos experimentais, com méaes
recebendo dieta regional basica (DRB) ou dieta hiperlipidica (DH). Os controles receberam a
dieta padréo (CTL). No dia 21, os filhotes foram desmamados e continuaram com a dieta
inicial até os 52 dias de idade. A partir da analise dos resultados dos grupos estudados é
possivel observar uma expresséo significativa das citocinas (IL-1p, TNF-a ¢ IL-10) presentes
no hipocampo dos animais. Pelo TNF-a ser uma das principais citocinas presentes na
inflamacdo os resultados corroboram que as referentes dietas refletem em um estado
inflamatorio. O presente estudo mostrou experimentalmente a relacdo entre Dietas
Hiperlipidicas e ricas em carboidratos com a resposta inflamatéria a partir da producao de
citocinas presentes no hipocampo de camundongos. Constatando que essas dietas produzem
um estado inflamatorio, podendo acarretar em prejuizos fisioldégicos em longo prazo.
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INTRODUCAO



A obesidade é definida como uma sindrome, devido ao acumulo de tecido adiposo no
corpo humano, no entanto, é um tecido metabolicamente ativo produtor de enzimas que
causam resisténcia ao funcionamento da insulina, elevacdo da pressdo arterial, aumento do
depdsito de colesterol nos vasos sanguineos e outras acfes que elevam a morbidade do
paciente obeso. Logo, em relagdo com a obesidade, as alteracdes fisiopatoldgicas podem
acometer em outras complica¢des em varios 6rgaos e sistemas, como coracao, figado e rins, e
influenciar no desenvolvimento de outras patologias, como diabetes Diabetes Mellitus 2,
Hipertensao e dentre outras. Diferentes estudos tém procurado identificar os principais fatores
responsaveis pelo desenvolvimento desta desordem, tais estudos citam a relagdo de uma dieta
hiperlipidica, uma vez que esse modelo reflete de forma mais similar as alteracdes
metabolicas encontradas na obesidade (CAMPANELLA et al.,, 2014; IBGE; PESQUISA
NACIONAL DE SAUDE, 2013).

Nos estudos atuais, a literatura tem abordado sobre as Dietas Hiperlipidicas e 0s seus
efeitos sistémicos que afetam de forma positiva ou negativa a fisiologia do corpo humano.
Concomitante, o tratamento dietético vai depender a partir de pequenas alteracdes na
composicao da dieta, seja na quantidade e os tipos de macro ou micronutrientes adicionados,
de acordo com o tratamento de interesse, sendo 0s principais componentes energéticos das
racOes utilizadas em estudos experimentais com animais a composicdo com lipideos e
carboidratos, de tal forma, que a constituicdo destas racGes leva a inferir que as possiveis
alteracOes fisiopatoldgicas obtidas nos ratos sdo oriundas da alteracdo da quantidade de
gordura da racdo (VILEIGAS, 2015).

A Dieta Basica Regional (DBR) constitui a base da alimentagdo diaria da populacao
desfavorecida da Zona da Mata de Pernambuco. A DBR corresponde a uma dieta
multideficiente, pois contém cerca de 8% de proteinas dos quais a maior propor¢do € de
origem vegetal e 1% de lipidios. Os ingredientes da dieta (g/g%) sdo farinha de mandioca
(64,81), feijdo mulatinho (18,34), batata-doce (12,76) e carne seca (3,74) que foram cozidos,
desidratados a 60°C e moidos. A DBR tem sido considerada um modelo adequado para
estudar os efeitos da desnutricdo materna e na prole.

Desta maneira, diversos modelos experimentais tém sido propostos para o estudo da
resposta inflamatoria sobre exposicdo por dieta hiperlipidica, logo, a presente composicao de
nutrientes em excesso (carboidratos e lipideos) no organismo tende a ser armazenado no
tecido adiposo, formando novas células adiposas. Corroborando o fato de que o tecido
adiposo além de possuir capacidade de regulacdo do armazenamento e da distribuicdo de



gordura, dispde de comunicacdo com 0 sistema nervoso central e o trato gastrintestinal,
desempenhando importante papel na resposta inflamatéria em condig¢Bes tanto enddcrinas
quanto paracrinas ou autocrinas. (SPERETTA; LEITE; DUARTE, 2014)

As Citocinas podem ser reconhecidas em diferentes categorias e classificagOes, de
acordo com sua atividade de pro-inflamatérias e anti-inflamatérias, o Fator de Necrose
Tumoral Alfa (TNF-a) é uma citocina pro-inflamatéria que pode ser encontrada presente
quando ha hipertrofia do tecido adiposo, aumentando assim sua expressao, age de forma
sinérgica, quando em conjunto com Interleucina 1-beta (IL-1p). TNF-alfa e IL-1B sdo
produzidos a partir de macréfagos M1. Como citocina anti-inflamatéria temos a Interleucina
10 (IL-10) que é produzida por macrofagos M2, entre as suas funcBes, produzir efeitos
inibidores nas células T e natural Killer, possui também importante papel na acdo anti-
flamatdria no sistema nervoso central (SPERETTA; LEITE; DUARTE, 2014).

Diante do exposto, o presente trabalho tem como objetivo investigar o efeito de
citocinas pré-inflamatérias em camundongos C57BL6J apds exposicdo por dietas pobres em

proteinas e ricas em lipidios.

METODOLOGIA

Foram utilizados camundongos C57BL/6J, que foram aclimatados no biotério da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceard, com livre acesso a 4gua e comida.
O Comité de Etica do biotério da Faculdade de Medicina da UFC aprovou todos os protocolos
experimentais. (Protocolo 2-2016).

Os camundongos foram acondicionados em gaiolas com no maximo 5 animais por
gaiola com acesso livre a 4gua e ragéo livre ap0s o desmame. Para o experimento completo
foram utilizados 46 animais. As carcacas ap0s o descarte foram colocadas em freezer
adequado e levadas ao incinerador. Para avaliar o ganho de peso, os camundongos foram
pesados 3 vezes por semana, sempre no mesmo hordrio com o objetivo de mensurar as
variacOes de peso que 0S grupos experimentais apresentavam de acordo com o protocolo
adotado.

e Delineamento Experimental

Camundongos recém-nascidos amamentados foram selecionados aleatoriamente para trés
grupos experimentais, com maes recebendo dieta regional basica (DRB) ou dieta hiperlipidica
(DH), comecando 10 dias ap0s o parto. Os controles receberam a dieta padrdo (CTL). No dia

21, os filhotes foram desmamados e continuaram com a dieta inicial até os 52 dias de idade.



e Dietas

A DRB é moderadamente deficiente em proteinas e gorduras (82% de carboidratos, 6% de
proteina, 2% de gordura), enquanto a DH é rica em lipidios (21% de carboidratos, 18% de
proteinas, 60% de gordura).

e Estatistica

Os dados representam a média £ erro padrdo da média (EPM), um minimo de 6 animais
por grupo. A andlise estatistica de ganho de peso e anélise de Sholl foi realizada utilizando
ANOVA de duas vias seguido pelo pds-teste de comparagfes multiplas de Dunnett. Em
relacdo as demais abordagens experimentais, a andlise estatistica foi realizada pelo teste de
Kruskal-Wallis, seguido do pés-teste de Dunn para comparacBes multiplas. Todas as
demandas estatisticas foram calculadas usando o GraphPad Prism 6.0. O nivel de
significancia foi p<0,05.

e Ensaio de Imunoabsorcdo Enzimatica (ELISA)

Amostras de sangue foram retiradas por puncdo cardiaca em tubos BD Vacutainer SST
(BD Bioscience, Franklin Lakes, NJ, EUA). O soro foi separado por centrifugacéo a 1.100 x g
por 15 min e armazenado a -80 °C até a analise. Os niveis liberados de IL-1f3, TNF-a ¢ IL-10
dos trés grupos de animais foram quantificados usando um kit ELISA Ready-SET-Go
(eBioscience, San Diego, CA, Estados Unidos), conforme especificado no “datasheet” do

fabricante. Os resultados foram expressos em pg/mL.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da analise dos resultados apresentados em graficos (FIGURA 1, 2 e 3) dos
grupos estudados, € possivel observar uma expressao significativa das citocinas (IL-1p, TNF-
a e IL-10) presentes no hipocampo dos animais. Baseado na investigagdo dos niveis séricos
de TNF-a, o grupo controle obteve uma expressao relativamente nula comparados aos grupos

que receberam a Dieta Regional Basica (DRB) ou Dieta Hiperlipidica (DH).

O grupo que recebeu a dieta hiperlipidica obtiveram niveis de TNF-a expressivamente
mais altos do que o grupo controle, como também, o grupo administrado com a dieta regional
basica que alcangou os maiores niveis séricos dentre as dietas comparadas. Pelo TNF- a ser
uma das principais citocinas presentes na inflamacdo os resultados corroboram que as
referentes dietas com maior quantidade de gorduras e carboidratos refletem em um estado

inflamatorio.



)
S

&
mL

TNF-o serum levels
(pg/mL)
o 3

0"'* T T
CTR RBD HFD

FIGURA 1: Gréfico representativo dos niveis séricos de TNF-a (pg/mL) dos grupos Controle (CTR), Dieta regional basica (RBD) e
Dieta Hiperlipidica (HFD)

No modelo de andlise da expressao de IL-1p ¢é possivel observar resultados diferentes
dos encontrados na avaliagdo de TNF-a. No qual o grupo controle apresenta nivel sérico de
IL-1B consideravel. Ja os grupos a DRB e DH evidenciaram novamente uma maior taxa de
niveis da citocina, no qual, o grupo da Dieta Hiperlipidica exprimiu um valor de nivel sérico

acima de 10pg/mL sendo o maior nivel dentre os outros demonstrados.
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FIGURA 2: Gréfico representativo dos niveis séricos de IL-1 g (pg/mL) dos grupos Controle (CTR), Dieta regional basica (RBD) e
Dieta Hiperlipidica (HFD)

Diferentemente dos resultados encontrados das analises das citocinas anteriores, a
Interleucina 10 por ser uma citocina anti-inflamatoria foi identificado maiores niveis séricos
no grupo controle apresentando valores acima de 10pg/mL, sendo assim, o maior nivel
manifestado do que comparado aos grupos de animais que receberam DRB e DH, apesar
disso, os outros grupos administrados com as Dietas Hiperlipidicas e regional basica

expressaram niveis parecidos e significativamente elevados.
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FIGURA 3: Gréfico representativo dos niveis séricos de 1L-10 (pg/mL) dos grupos Controle (CTR), Dieta regional basica (RBD) e
Dieta Hiperlipidica (HFD)

Assim como, em outro estudo com modelo de animais com obesidade induzida por
dieta demonstrou que o consumo de Dietas Hiperlipidicas por 16 semanas levou no
hipotdlamo dos animais estudados um aumento consideravel na expressdo das citocinas
inflamatorias TNF-a e IL-1, contudo, ndo demonstrou influéncia na citocina anti-inflamatéria
IL-10 (MILANSKI et al., 2009). Animais divididos em dois grupos, um controle recebendo a
dieta normal e outro a dieta hiperlipidica induzidos a obesidade por 12 semanas, submetidos a
um processo de isquemia mostrou que os animais apés isquemia tiveram os niveis de IL-1p e
TNF-a aumentados 148% e 154%, respectivamente, comparados aos do grupo que receberam
dieta normal (SONG et al., 2018). Outros estudos com modelos de ratos Wistar alimentados
com Dietas Hiperlipidicas apresentaram concentragdes plasmaticas de TNF-a
expressivamente aumentadas em relacdo aos seus grupos controles (GRESSLER, 2013.
PANVELOSKI-COSTA, 2011).

GUO et al. (2017) experimentou grupos de camundongos C57BL /6 com uma Dieta
Hiperlipidica (60% kcal de gordura ) e outro um grupo controle com dieta baixa em gordura
(10% de kcal de gordura ), apontando que em testes na camada epitelial intestinal o grupo
com dieta hiperlipidica teve um aumento significativo na expressdo de TNF-a, IL-1 e IL-6
quando comparados ao grupo controle alimentos com dieta baixa em gordura por 8 semanas,

concluindo que a dieta hiperlipidica induz a um estado inflamatorio no intestino.

CONSIDERACOES FINAIS

O consumo de alimentos ricos em quantidades de lipideos € predominante na

populacdo, observa-se cada vez mais a prevaléncia de perturbacdes e enfermidades



consequentes da ingesta excessiva presente na dieta. Com isso, 0 presente estudo mostrou
experimentalmente a relagdo entre Dietas Hiperlipidicas e ricas em carboidratos com a
resposta inflamatoria a partir da producdo de citocinas presentes no hipocampo de
camundongos. Constatando que dietas ricas em gorduras produzem um estado inflamatorio,

podendo acarretar em prejuizos fisiologicos em longo prazo.
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