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RESUMO

A regulacdo do metabolismo lipidico é fundamental para a homeostase
do organismo e um dos principais fatores de transcrigdo envolvidos
neste processo € o receptor ativado por proliferadores de peroxissoma
alfa (PPARa). Diversas moléculas sdo capazes de ativa-lo, incluindo os
acidos graxos polinsaturados 6mega 3. Alguns peixes, como o salméo,
sdo boas fontes alimentares de dmega 3, portanto o objetivo do estudo
foi investigar o efeito do consumo de 6leo de salmdo na expressdo do
gene PPARa e na concentragdo de triglicerideos séricos e hepaticos de
ratos realimentados com dieta rica em frutose ap6s jejum prolongado.
Foram utilizados 31 ratos machos da linhagem Wistar, com peso
aproximado de 180-200 g. Os animais foram mantidos em gaiolas
individuais e distribuidos aleatoriamente em quatro grupos: Grupo
Controle (GC, n=8), Grupo Frutose (GF, n=7), Grupo Oleo de Salmio |
(GSFI, n=8) e Grupo Oleo de Salm&o Il (GSFII, n=8). Apds um periodo
de adaptagdo, os grupos experimentais receberam, por sete dias, dieta
com Oleo de salmdo como fonte lipidica. Em seguida, foram mantidos
em jejum durante 48 horas e realimentados com dieta rica em frutose
por 24 horas. O grupo GSFII difere do GSFI por ter recebido dieta com
0leo de salméo antes e apds a realimentacdo com frutose. As ragBes
experimentais foram preparadas segundo as recomendagdes do
American Institute of Nutrition para a dieta AIN-93G. Ao final dos 17
dias de experimento os animais foram sacrificados por decapitacdo e
foram coletadas amostras de sangue e tecido hepéatico para analises
biogquimicas e moleculares. O tecido adiposo (epididimal e
retroperitoneal) foi removido e pesado para comparagao entre grupos.
Os dados foram analisados por meio do software STATA 11.0,
considerando como estatisticamente significativo o valor de p<0,05. O
teste estatistico para comparacao entre grupos foi o teste ANOVA ou
Kruskall-Wallis, dependendo das caracteristicas da variavel de desfecho,
com poés-teste de Bonferroni. A dieta rica em frutose foi capaz de
aumentar a gordura hepética total nos animais e o éleo de salméo foi
efetivo em reduzir este mesmo efeito. No entanto, ndo houve diferenca
em relacdo a concentracdo de triglicerideos hepéaticos. Também nédo
houve influéncia no perfil lipidico sérico, exceto para a fracdo HDL-c,
que apresentou reducdo nos animais que consumiram a dieta rica em
frutose. A expressdo do gene PPARa ndo apresentou diferenga entre os
grupos. Assim, conclui-se que neste estudo o 6leo de salmé&o apresenta
beneficios, principalmente em relacdo a reducdo da gordura total
hepética, o que pode contribuir para a melhora da salde cardiovascular.



Palavras-chave: Omega 3. Frutose. PPARa. Metabolismo lipidico.
Realimentacéo.



ABSTRACT

The regulation of lipid metabolism is essential for the organism
homeostasis and a major transcription factor involved in this process is
the peroxisome proliferators-activated receptor alpha (PPARa). Several
molecules are able to activate it, including omega 3 polyunsaturated
fatty acids. Some fish, like salmon, are good food sources of omega 3,
so the aim of this study was to investigate the effect of salmon oil
consumption in PPARa gene expression and serum and liver
triglycerides concentration in rats refed with a fructose rich diet after
prolonged fasting. Male Wistar rats, weighing 180-200 g, were housed
in individual cages and randomly distributed in four groups: Control
(CG, n = 8), Fructose (GF, n = 7), Salmon Qil | (GSFI, n = 8) and
Salmon Qil Il (GSFIl, n = 8). After an adaptation period, the
experimental groups received, for seven days, salmon oil diet as a lipid
source. Then, they were fasted for 48 hours and refed with a fructose
rich diet by 24 hours. The group GSFII differs from GSFI for receiving
the diet with salmon oil before and after refeeding with fructose. The
experimental diets were prepared according to the recommendations of
the American Institute of Nutrition for the AIN-93G diet. At the end of
17 days of experiment the animals were euthanized by decapitation and
blood and liver samples were collected for biochemical and molecular
analyzes. Adipose tissue (epididymal and retroperitoneal) were removed
and weighed for comparison among groups. Data were analyzed using
STATA 11.0, considering statistically significant p value <0.05.
Comparisons between groups were made by ANOVA or Kruskal-Wallis
test, with Bonferroni post-test. A fructose rich diet was able to increase
the total fat in liver and the salmon oil was effective in reducing this
parameter. However, there was no difference in liver triglycerides
concentration. There was also no influence on serum lipid profile,
except for HDL-c, which showed a decrease in animals that consumed
the fructose rich diet. The expression of PPARa did not differ among
groups. Thus, is concluded that in this study the salmon oil has benefits
especially in terms of reducing the total fat liver, which may contribute
to improve cardiovascular health.

Keywords: Omega 3. Fructose. PPARa. Lipid metabolism. Refeeding.
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1 INTRODUCAO

Nutrientes presentes na dieta podem modular o processo de
expressdo génica por diferentes mecanismos. A regulagdo dos processos
metabdlicos, em especial do metabolismo lipidico, é essencial para a
homeostase do organismo e efeitos da interagdo gene-nutriente parecem
ter um impacto importante na promoc¢do da salde e prevencdo de
doencas (FIALHO; MORENO; ONG, 2008).

Um dos principais fatores de transcricdo envolvido na regulagéo
do metabolismo lipidico é o receptor ativado por proliferadores de
peroxissoma alfa (PPARa), que esta vinculado ao processo de oxidagdo
de é&cidos graxos pelo figado (REDDY, 2001; JUMP et al, 2008).
Diversas moléculas sdo capazes de ativa-lo, incluindo os acidos graxos
polinsaturados 6mega 3 (KOTA; HUANG; ROUFOGALLIS, 2005).

O o6leo de salmo, assim como os demais 6leos de peixes
marinhos, é rico em acido eicosapentaendico (EPA) e docosahexaenoico
(DHA) e vem sendo utilizado na prética clinica sob alegagdo de reduzir
0s niveis plasmaéticos de triglicerideos, promovendo melhora da salde
cardiovascular (BALK et al, 2006; HOOPER et al, 2008; ESLICK et al,
2009).

Definida como distirbio do metabolismo lipidico, a
hipertrigliceridemia se caracteriza pela elevacdo da concentragdo dos
triglicerideos sanguineos (Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2007) e
é considerada um dos fatores de risco para doengas cardiovasculares,
problema de salde publica que representa a primeira causa de morte no
Brasil e no mundo (BRASIL, 2009, WHO, 2012).

Os modelos experimentais para estudo do metabolismo lipidico
incluem animais geneticamente modificados e modelos dietéticos, entre
outros (FAN; QIAO, 2009). A oferta excessiva de carboidratos simples
constitui uma alteracdo dietética capaz de induzir a hipertrigliceridemia
(MEIRELLES et al, 2011). A oferta aguda de alto teor de frutose na
alimentacdo de ratos mantidos em jejum é capaz de ocasionar mudangas
hepéticas, causando um acumulo de triglicerideos no figado (CASTRO
etal, 2011).

A frutose é um monossacarideo rapidamente absorvido e
metabolizado pelo figado. Sua absorcdo independe da insulina e ocorre
pela acdo dos transportadores GLUT 5 (enterdcitos) e GLUT 2
(hepatécitos) (BARREIROS; BOSSOLAN; TRINDADE, 2005). O
consumo excessivo de frutose estimula a lipogénese e o acimulo de
triglicerideos, uma vez que no figado a frutose € metabolizada em
frutose 1-fosfato que é convertida em gliceraldeido e diidroxiacetona
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fosfato, a qual pode ser reduzida a glicerol 3-fosfato, precursor da
sintese de triglicerideos (BASCIANO; FEDERICO; ADELLI, 2005).

O estado de restrigdo e realimentacdo também aparece como
modelo para estudos do metabolismo lipidico em fungéo das alteracoes
decorrentes da lipdlise e lipogénese. Mudancas na disponibilidade de
nutrientes exigem adaptacGes hormonais e metabdlicas para garantir a
manutenc¢do da homeostase energética (PALOU et al, 2008).

Ante o exposto, o objetivo do estudo foi investigar o efeito do
consumo de 6leo de salmdo na expressdo do gene PPARa e na
concentracdo de triglicerideos séricos e hepaticos de ratos realimentados
com dieta rica em frutose apds jejum prolongado.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Os artigos incluidos na revisdo de literatura foram selecionados
em pesquisa nas bases de dados BIREME (Biblioteca Regional de
Medicina/ Centro Latino-Americano e do Caribe de Informagéo em
Ciéncias da Saude) e PubMed/MEDLINE (US National Library of
Medicine).

2.1 METABOLISMO DE TRIGLICERIDEOS E EXPRESSAO
GENICA

Os lipidios sdo macronutrientes essenciais para o crescimento e
desenvolvimento do organismo e estdo relacionados aoc metabolismo
energético (LEE; OLSON; EVANS, 2003). Os ftriglicerideos sdo os
principais lipidios da dieta e atuam como depdsito energético no
organismo (Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2007). S&o formados
pela ligacdo de uma molécula de glicerol a trés moléculas de acidos
graxos e se caracterizam como compostos apolares, insolUveis em meio
aquoso e sollveis em solventes organicos (MURRAY et al, 2006).

As lipoproteinas permitem a solubilizagdo e transporte destes
lipidios no sangue. S&o compostas por apolipoproteinas e se diferenciam
em tamanho, densidade e composic¢ao quimica. As principais classes de
lipoproteinas incluem: os quilomicrons (QM), as lipoproteinas de
densidade muito baixa ou very low density lipoprotein (VLDL) e as
particulas remanescentes, também denominadas lipoproteinas de
densidade intermediaria ou intermediary density lipoprotein (IDL) - as
quais sdo ricas em triglicerideos, maiores € menos densas - e as
lipoproteinas ricas em colesterol, de densidade baixa ou low density
lipoprotein (LDL) e densidade alta ou high density lipoprotein (HDL)
(Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2007).

Os triglicerideos podem ser derivados da dieta (via exdgena) ou
da sintese hepatica (via enddgena) (YUAN; AL-SHALI; HEGELE,
2007; BAYS et al, 2008). Os QM transportam os lipidios oriundos da
dieta do intestino aos tecidos periféricos, sendo seus remanescentes
retirados da circulacdo pelo figado. No figado ha produgdo de VLDL,
lipoproteina responséavel pelo transporte dos triglicerideos, oriundos da
via enddgena, do figado para os tecidos extra-hepaticos. A VLDL é
precursora da IDL, a qual pode ser captada pelo figado ou ser convertida
em LDL. A LDL é composta principalmente por colesterol, sendo
considerada a principal lipoproteina aterogénica. A HDL, por sua vez,
no processo conhecido como transporte reverso do colesterol, é
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responsavel por remover 0 excesso de colesterol dos tecidos para o
figado, onde serd catabolizado (MURRAY et al, 2006, BAYNES;
DOMINICZAK, 2007).

Distlrbios no metabolismo lipidico constituem importantes
agravos a salde e podem contribuir para 0 aumento da incidéncia de
obesidade,  dislipidemia, sindrome  metabdlica e  doengas
cardiovasculares (LEE; OLSON; EVANS, 2003).

A hipertrigliceridemia, dislipidemia que reflete 0 aumento da
concentracdo das lipoproteinas ricas em triglicerideos no sangue, pode
ser classificada, de acordo com a sua etiologia, em priméria, quando
decorrente de alteracfes genéticas, ou secundaria, quando consequéncia
de alguma doenca, tratamento medicamentoso ou estilo de vida
inadequado (Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2007). Em relagdo ao
estilo de vida, destaca-se o0 papel da qualidade da dieta no
desenvolvimento da doenga.

A Organizacdo Mundial da Saude afirma que a alta ingestdo
dietética de gordura saturada, gordura trans, colesterol e sal, e a baixa
ingestdo de frutas, legumes e peixe aumenta o risco cardiovascular. Em
contrapartida, uma dieta balanceada representa fator de protecdo e pode
contribuir para um peso corporal e um perfil lipidico mais saudavel
(WHO, 2011).

O fendtipo da hipertrigliceridemia, assim como todas as
caracteristicas fisicas ou tragos observaveis de um organismo, é
produzido a partir de expressdes génicas. A expressdo génica se
caracteriza pela transferéncia de informacdo genética e é iniciada e
regulada por processos especializados (FOGG-JOHNSON; KAPUT,
2003).

O acido desoxirribonucléico (DNA) por meio das etapas de
transcricdo (producdo de RNA a partir do DNA) e traducdo (producgéo
de proteina a partir do RNA) sintetiza um produto génico funcional,
denominado proteina, a qual ira determinar a funcéo bioldgica de cada
célula (CAMPBELL, 2000).

A informacdo contida no DNA capaz de codificar uma proteina
denomina-se gene, o qual possui uma regido promotora (sinaliza o inicio
da transcricdo), uma regido codificadora (sequéncia de nucleotideos de
DNA que é copiada em uma molécula de RNA) e uma regido
terminadora (sinaliza o término da transcricdo). Assim, 0 processo de
transcricdo pode ser subdividido em trés momentos: iniciagéo,
alongamento e terminagdo. Resumindo, a enzima RNA polimerase abre
a dupla hélice do DNA e inicia a producdo de uma molécula de RNA
mensageiro, complementar a fita molde de DNA. Os nucleotideos sdo



25

ligados respeitando o pareamento adenina-uracila e guanina-citosina. Ao
final da transcricdo a RNA polimerase se desliga do DNA, a molécula
de RNA formada segue para o citoplasma onde serd traduzida. No
citoplasma, cada sequéncia de 3 nucleotideos do RNA, denominada
cédon, codifica um aminoacido (MACFARLANE, 2000).

A transcricdo é o ponto de controle dominante na producéo de
qualquer proteina (MACFARLANE, 2000). Nutrientes presentes na
dieta podem modular o processo de expressdo dos genes e um dos
principais mecanismos envolve a regulagdo direta da etapa de
transcricdo, na qual o nutriente se liga diretamente ao fator de
transcricdo no ndcleo, o qual se ativa e inicia o processo transcricional.
(KAPUT; RODRIGUEZ, 2004). E 0 que ocorre com o0s &cidos graxos
polinsaturados dmega 3 na ativacdo do PPARo (KOTA; HUANG;
ROUFOGALIS, 2005).

O estudo da nutrigendmica, como um conjunto de tecnologias
para a geragdo, processamento e aplicacdo de informagdo cientifica,
criou a oportunidade de ampliar a compreensdo sobre a interacdo gene-
nutriente e sua influncia no metabolismo celular e controle
homeostatico do individuo. Futuramente, as intervencGes dietéticas para
promocdo da salde e prevencdo de doengas poderdo ser baseadas em
evidéncias moleculares. No entanto, a0 mesmo tempo em que esta
ciéncia gera grandes expectativas, seu progresso € bastante lento e
enfrenta desafios, como os tecnologicos e financeiros (AFMAN;
MULLER, 2006).

2.2 RECEPTOR ATIVADO POR PROLIFERADORES DE
PEROXISSOMA ALFA

O crescente avango nos indices de obesidade, sindrome
metabdlica e complicacdes associadas, tem aumentado o interesse em
pesquisas sobre expressdo génica e receptores nucleares, que estdo
relacionados a composicdo corporal, perfil lipidico e sensibilidade a
insulina (ALAYNICK, 2008).

O figado € o 6rgdo central do metabolismo energético e, portanto,
determinante para a homeostase do organismo. O metabolismo lipidico
hepético envolve, principalmente, os processos de lipogénese e oxidagao
de é4cidos graxos (PYPER et al, 2010). A regulagdo desses processos
ocorre pela acdo de fatores de transcricdo, tais como o receptor ativado
por proliferadores de peroxissoma alfa (PPARa), que estd vinculado ao
processo de oxidacdo de acidos graxos pelo figado, e a proteina de
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ligacdo ao elemento regulador de esterol 1(SREBP-1), que controla a
expressdo de genes envolvidos na lipogénese (JUMP et al, 2008).

A SREBP-1 esta envolvida na sintese de lipidios e parece estar
relacionada & resisténcia a insulina e & esteatose hepética. E expressa
principalmente no figado, tecido adiposo branco, musculo esquelético,
glandula suprarrenal e cérebro. Sua expressdo esta suprimida durante o
jejum, mas aumenta acentuadamente em animais que sdo realimentados
com dieta rica em carboidratos (EBERLE et al, 2004).

Receptores ativados por proliferadores de peroxissoma sdo
membros da superfamilia de receptores nucleares hormonais e modulam
a expressdo génica em resposta a estimulos nutricionais, farmacoldgicos
efou ambientais. Atuam como fatores de transcricdo regulando a
expressdo de genes que contenham elementos de resposta especificos,
chamados PPREs. O receptor de retindide X (RXR) se liga ao PPAR e
ligantes enddgenos efou exdgenos, naturais (acidos graxos e
eicosanoides) efou sintéticos (fibratos) se unem ao heterodimero
PPAR/RXR, que reconhece o PPRE na regido promotora do gene-alvo,
induzindo uma resposta especifica (figura 1) (KOTA; HUANG;
ROUFOGALLIS, 2005).

Figura 1 — Mecanismo de transcri¢cdo do PPAR.
Adaptado de KOTA; HUANG; ROUFOGALIS, 2005.

Ligantes exogenos

Ligantes endogenos




27

Sdao conhecidas trés isoformas: PPARa, PPARy e PPARG/B.
Todas possuem caracteristicas estruturais semelhantes, mas séo
codificadas por genes distintos e expressas em tecidos especificos
(BERGER; AKIYAMA; MEINKE, 2005).

O PPARo ¢é expresso principalmente em tecidos metabdlicos
como figado, rim, coragdo, musculo esquelético e tecido adiposo
marrom. Sua agdo é mediada através do aumento da captagdo e ativacéo
do catabolismo de lipidios, pela modulagdo transcricional de genes
envolvidos neste processo (BERGER; AKIYAMA; MEINKE, 2005).
Desempenha, portanto, papel fundamental na distribuicdo e
concentracédo dos lipidios no sangue (DAVIDSON; ROTONDO, 2000).

A expressio do PPARa é ativada por 4&cidos graxos
polinsaturados e em situagcdes de jejum, sendo inibida pela insulina
(NAGAI et al, 2002). Os principais efeitos hipolipidémicos dos &cidos
graxos insaturados na ativagdo do PPARa compreendem o aumento da
hidrolise das lipoproteinas ricas em triglicerideos, a redugdo da sintese
de VLDL e o estimulo a B-oxidacdo (FERNANDEZ; WEST, 2005). A
regulacdo dos principais genes-alvo pelo PPARa inclui o aumento da
producdo das apolipoptroteinas Al e All (componentes da fragdo HDL -
c) e da lipase lipoprotéica (enzima responsavel pela hidrolise de
lipoproteinas ricas em triglicerideos) e a reducdo da producdo da
apolipoproteina CIIl (importante inibidor da lipase lipoprotéica)
(PYPER et al, 2010).

SituacOes de estresse ou jejum também resultam na sintese
aumentada de PPARa nos hepatdcitos (DESVERGNE; WAHLI, 1999).
O estado de jejum prolongado promove um perfil hormonal catabolico,
que induz a hidrélise de triglicerideos no tecido adiposo, aumentando a
concentracdo de &cidos graxos livres no plasma. Estes acidos graxos sao
transportados para o figado, onde serdo oxidados na matriz mitocondrial
via B-oxidacdo (KERSTEN et al, 1999).

Na B-oxidacdo os acidos graxos sdo degradados pela remogéo
sequencial de duas unidades de carbono, na forma de acetil-coenzima A
(acetil-CoA), para ser utilizado no ciclo de Krebs ou para formacéo de
corpos cetbnicos, proporcionando uma fonte alternativa de energia para
os tecidos periféricos. Se o acido graxo for insaturado, o processo requer
etapas enzimaéticas adicionais. Se for saturado, pode seguir com o
processo normal de oxidagdo. A quantidade de acetil-CoA gerada
dependeré do tamanho da cadeia de carbonos. A oxidacdo de um &cido
graxo com numero impar de carbonos leva a formacdo de propionil-
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CoA, o qual precisa ser convertido em succinil-CoA para entrar no ciclo
de Krebs e ser oxidado (CAMPBELL, 2000).

2.3 ACIDOS GRAXOS POLINSATURADOS E OLEO DE SALMAO

Peixes marinhos sdo amplamente conhecidos e indicados por
serem considerados alimentos saudaveis, fonte de proteinas de alto valor
bioldgico e lipidios benéficos & salide, tais como os &cidos graxos
polinsaturados dmega 3. Dentre eles, os mais estudados e de grande
importancia clinica estdo o EPA e DHA (FAO, 2009). O consumo de
EPA esta relacionado a salde cardiovascular, devido aos seus efeitos
anti-inflamatorios e hipotrigliceridémicos (VALENZUELA, 2005).
Diversos estudos evidenciam os beneficios do uso de &cidos graxos
polinsaturados émega 3, presente em 6leos de peixes, na prevengao e
terapéutica de diversas enfermidades, dentre elas as alteragbes do
metabolismo lipidico, em especial reduzindo os valores de triglicerideos
no sangue (BALK et al, 2006; HOOPER et al, 2008; ESLICK et al,
2009). O DHA é associado, principalmente, ao desenvolvimento e
funcéo do sistema nervoso e visual (VALENZUELA, 2005).

Os é&cidos graxos da classe O0mega 3 sdo 4acidos graxos
polinsaturados de cadeia longa e com primeira dupla ligacdo localizada
entre os carbonos trés e quatro, contados a partir do grupamento metila
final. Sdo também denominados &cidos graxos essenciais, uma vez que
ndo sdo sintetizados pelo organismo, sendo necesséria sua obtencao
através da dieta. Os acidos graxos essenciais estdo distribuidos em duas
classes, 6mega 3 e dmega 6, os quais se diferem pela localizacdo da
primeira dupla ligagdo. Os acidos graxos da classe 6mega 6 apresentam
a primeira dupla ligacdo entre os carbonos seis e sete, contados a partir
do grupamento metila final (FAO, 2009).

O 4cido a-linolénico (C18:3), principal representante dos acidos
graxos da classe Oomega 3, é o precursor dos acidos graxos
eicosapentaendico ou EPA (C20:5) e docosahexaendico ou DHA
(C22:6). O é&cido linoléico (C18:2), por sua vez, representante dos
acidos graxos da classe 6mega 6, € o precursor do acido araquidénico ou
AA (C20:4). A conversdo dos acidos graxos 6mega 3 e 6 em seus
respectivos derivados (figura 2) € um processo lento e ocorre pela acao
de enzimas responsaveis pelo aumento e insaturacao da cadeia carbbnica
(FAO, 2009).
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Figura 2 - Metabolismo dos acidos graxos das classes 6mega 3 e 6.
Fonte: ALMEIDA, 2011. Adaptado de SCHMITZ; ECKER, 2008.
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Os acidos graxos polinsaturados, em especial AA e EPA, estdo
presentes nas membranas celulares e sdo precursores da sintese de
eicosanoides, compostos fisiologicamente ativos e mediadores da
resposta inflamatdria, conhecidos como: prostaglandinas, tromboxanos,
leucotrienos e lipoxinas. Os eicosandides derivados da classe dmega 6
apresentam maior efeito pré-inflamat6rio enquanto derivados da classe
O6mega 3 desempenham importante efeito anti-inflamatério (MURRAY
et al, 2006).

Dietas ricas em &cidos graxos 6mega 6 podem influenciar, através
da competicdo pelas enzimas dessaturases, 0 metabolismo dos &cidos
graxos 6mega 3, portanto, devido & natureza competitiva e as fungdes
bioldgicas essenciais e distintas, é necessario um equilibrio entre a
ingestdo desses &cidos graxos pela dieta. A Food and Agriculture
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Organization, em 1994, recomendava uma ingestao diéria na propor¢do
de 5:1 a 10:1 (06:®3). Essa mesma organizagdo, em 2009, indica que a
ingestdo de acidos graxos polinsaturados deve variar entre 6-11% do
valor energético total da dieta, sendo 2,5-9% de acidos graxos 6mega 6 e
0,5-2% de éacidos graxos 6mega 3. O equilibrio no consumo destes
acidos graxos pela dieta pode contribuir para a prevencdo de doencas,
tais como as doencas cardiovasculares e outras doencas crénicas ndo
transmissiveis (SIMOPOULOQS, 2008). As principais fontes dietéticas
destes nutrientes sdo os Oleos vegetais, peixes e 06leos de peixes
marinhos, como a sardinha, o arenque e o salmao (FAOQ, 2009).

O Salméo do Atlantico (Salmo salar) é a principal espécie da
familia salmonidae. Ocorre no Atlantico Norte, desde o norte da Europa
até a costa leste do Canadd e Estados Unidos. A espécie vive 0s
primeiros anos em agua doce, migra para 0 mar - onde permanece até a
fase adulta - e retorna a agua doce na época de reproducdo, completando
o seu ciclo de vida (FAO, 2012). A espécie é bastante apreciada pelo seu
valor nutricional, sendo indicada como uma das principais fontes de
acidos graxos 6mega 3 (VALENZUELA, 2005).

A producdo de salméo apresenta grande importancia econdémica e
devido ao aumento da demanda por produtos da aquicultura, atualmente
a producdo de cultivo supera a selvagem. Segundo dados da Food and
Agriculture Organization, em 2008 a producdo mundial de peixes
diddromos foi liderada pelo salmdo com 1,5 milhGes de toneladas
(44%). Noruega e Chile sdo os maiores produtores, respondendo por
36,4 e 28%, respectivamente (FAO, 2011).

A carne de coloracdo rosada — devido a presenca de carotenoides
na dieta do pescado, tais como a astaxantina - contribui
significativmente para o maior valor de mercado do produto, tornando-
0, também, mais atraente para o consumidor (VALENZUELA, 2005).

2.4 MODELO EXPERIMENTAL EM ESTUDO

A seguir se apresenta uma lista de alguns trabalhos e resultados
encontrados na literatura relacionados ao modelo experimental em
estudo.

e BAKER; GIBBONS, 2000 - Effect of dietary fish oil on the
sensitivity of hepatic lipid metabolism to regulation by insulin.
Descricdo: Ratos Wistar, 140-170g, 14 dias, dieta com dleo de peixe ou
azeite de oliva.
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Resultados: Suplementacdo com OGleo de peixe aumentou a oxidagdo de
acidos graxos e diminuiu a secrecdo de VLDL.

. IKEDA et al, 2001 - Reduced hepatic triglyceride secretion in rats
fed docosahexaenoic acid-rich fish oil suppresses postprandial
hypertriglyceridemia.

Descri¢do: Ratos Sprague-Dawley, 3 semanas, dieta com dleo de cartamo
ou Oleo de peixe.

Resultados: A concentracdo de triglicerideos séricos foi significativamente
menor no grupo 6leo de peixe.

e  ZHENG; AVELLA; BOTHAM, 2001 - Comparison of the effects of
dietary n-3 and n-6 polyunsaturated fatty acids on very-low-density
lipoprotein secretion when delivered to hepatocytes in chylomicron
remnants.

Descricdo: Ratos Wistar, 300-350g, dieta com éleo de peixe ou 6leo de
milho.

Resultados: A quantidade de colesterol e triglicerideos segregada para o
meio foi significativamente menor na presenca de 6leo de peixe.

e NAGAI et al, 2002 - Amelioration of high fructose-induced
metabolic derangements by activation of PPAR.
Descricdo: Ratos Sprague-Dawley, 8 semanas, dieta rica em frutose +
fenofibrato.
Resultados: O tratamento com fenofibrato melhorou as alteracGes
metabolicas induzidas pela dieta rica em frutose, tais como resisténcia a
insulina, hipertensao, hiperlipidemia, acimulo de gordura no figado; além
de aumentar a expressdo/atividade do PPAR.

. KELLEY; ALLAN; AZHAR, 2004 - High dietary fructose induces
a hepatic stress response resulting in cholesterol and lipid dysregulation.
Descricéo: Ratos Sprague-Dawley, 180-200g, 14 dias, dieta rica em frutose.
Resultados: Dieta rica em frutose induziu a hipertrigliceridemia e aumentou
significativamente a glicemia e o colesterol total.

e D’ANGELO et al, 2005 - Fructose feeding increases insulin
resistance but not blood pressure in sprague-dawley rats.
Descricdo: Ratos Sprague-Dawley, 8 semanas, dieta rica em frutose.
Resultados: Glicose plasmatica em jejum, insulina plasméatica e
triglicerideos plasméaticos foram significativamente mais elevados em
animais alimentados com frutose.


http://hyper.ahajournals.org/search?author1=Gerard+D%E2%80%99Angelo&sortspec=date&submit=Submit
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e SANCHEZ-LOZADA et al, 2006 - Fructose-induced metabolic
syndrome is associated with glomerular hypertension and renal
microvascular damage in rats.

Descri¢do: Ratos Sprague-Dawley, 290-350g, 8 semanas, dieta rica em
frutose.

Resultados:  Frutose  induziu a hipertnsdo, hiperuricemia e
hipertrigliceridemia.

e BUETNNER et al, 2006 - Defining high-fat-diet rat models:
metabolic and molecular effects of different fat types.
Descri¢do: Ratos Wistar, 12 semanas, dieta com 6leo de coco, azeite de
oliva, 6leo de figado de bacalhau ou banha de porco.
Resultados: PPARa foi ativado nos animais que receberam 6leo de peixe.

e MASSON et al, 2008 - Long-chain (n-3) polyunsaturated fatty
acids prevent metabolic and vascular disorders in fructose-fed rats.
Descricdo: Ratos Wistar, 10 semanas, dieta rica em frutose + PUFA.
Resultados: Peso do figado foi maior em ratos alimentados com dieta com
alto teor de frutose. A frutose induziu o aumento de TG séricos, e PUFA foi
capaz de prevenir este aumento.

e ABDULLAH et al, 2009 - Effects of long-term consumption of a
high-fructose diet on conventional cardiovascular risk factors in Sprague-
Dawley rats.

Descri¢do: Ratos Sprague-Dawley, 20 semanas, dieta rica em frutose.
Resultados: Ratos alimentados com dieta rica em frutose apresentaram
aumento visivel de gordura abdominal. Os niveis de lipidios totais,
colesterol total e triglicerideos foram significativamente maiores no figado
dos animais do grupo frutose. A dieta rica em frutose aumentou os niveis
séricos de TG, colesterol total e HDL-c. Em relagdo ao LDL-c ndo houve
diferenga entre os grupos.

e HININGER-FAVIER et al, 2009 - Green tea extract decreases
oxidative stress and improves insulin sensitivity in an animal model of
insulin resistance, the fructose-fed rat.

Descricdo: Ratos Wistar, 6 semanas, dieta rica em frutose + cha verde.
Resultados: Ratos que receberam dieta rica em frutose desenvolveram sinais
de resisténcia & insulina  (hiperglicemia, hipertrigliceridemia,
hiperinsulinemia).

e CHOU et al, 2010 - Aliskiren prevents and ameliorates metabolic
syndrome in fructose-fed rats.
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Descricdo: Ratos Sprague-Dawley, 200-230g, 8 semanas, dieta rica em
frutose.

Resultados: Dieta rica em frutose induziu hiperglicemia, hiperinsulinemia,
hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia.

e YASARI et al, 2012 - Effects of exercise training on molecular
markers of lipogenesis and lipid partitioning in fructose-induced liver fat
accumulation.

Descricdo: Ratas Sprague-Dawley, 180-200g, treinamento por 8 semanas,
jejum/realimentacéo 24h.

Resultados: Realimentacdo com frutose resultou em aumento dos
triglicerideos hepéticos e plasmaticos.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito do consumo de 6leo de salméo na expressdo do
gene PPARa e na concentragdo de triglicerideos séricos e hepaticos de
ratos realimentados com dieta rica em frutose ap6s jejum prolongado.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar o perfil de &cidos graxos do 6leo de salmao;

e Avaliar a gordura hepética total dos animais experimentais;

e Auvaliar as alteragbes no perfil lipidico sérico (triglicerideos,
colesterol total, HDL-colesterol e ndo HDL-c) e triglicerideos
hepéticos dos animais experimentais;

e Quantificar o tecido adiposo (epididimal e retroperitoneal) dos
animais experimentais;

e Analisar a expressao génica hepética do fator de transcricdo
PPARa dos animais experimentais.
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4 METODOS
4.1 INSERCAO DO ESTUDO

O presente estudo esta vinculado a pesquisa intitulada Influéncia
de acidos graxos n-3 de diferentes fontes no metabolismo lipidico e
expressdo génica de ratos com esteatose hepatica nao-alcodlica
induzida por frutose, a qual € resultado da parceria entre o Nucleo de
Estudo e Pesquisa em Nutricdo Experimental do Departamento de
Nutricdo da Universidade Federal de Santa Catarina e o Laboratdrio de
Estudos Moleculares em Nutricdo e Metabolismo da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo. A pesquisa
tem participacdo da doutoranda Gabriela Salim Ferreira de Castro e
coordenacdo do Professor Dr. Helio Vannucchi.

4.2 DELINEAMENTO DO ESTUDO
O estudo apresenta delineamento experimental randomizado.
4.3 ENSAIO BIOLOGICO
O ensaio bioldgico foi conduzido no Biotério do Departamento de
Clinica Médica da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto/USP.
O protocolo experimental adaptado (figura 3) seguiu metodologia

proposta por Castro et al (2011).

Figura 3 — Protocolo experimental.

Periodo Experimental

Periodo

Intervencdo com Jei Realimentacao
x 3 ejum o
Adaptacéo Oleo de Salméo com Frutose Sacrificio
1 semana 1 semana 48 horas 24 horas

4.3.1 Animais e Grupos Experimentais

Foram utilizados 31 ratos machos da linhagem Wistar, com
peso aproximado de 180-200 g, os quais foram alojados em gaiolas
individuais e mantidos em sala climatizada (24+2°C) e em ciclo claro-
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escuro constante (12 horas). Ap6s uma semana de adaptacdo sob
alimentacdo com uma dieta padrdo, os animais foram distribuidos
aleatoriamente em quatro grupos:

e  Grupo Controle (GC, n=8) — sacrificados posteriormente ao
consumo de dieta controle por 7 dias, jejum de 48 horas e realimentagéo
com dieta controle por 24 horas.

e Grupo Frutose (GF, n=7) — sacrificados posteriormente ao
consumo de dieta controle por 7 dias, jejum de 48 horas e realimentagédo
com dieta rica em frutose por 24 horas.

e Grupo Oleo de Salmido | (GSFI, n=8) - sacrificados
posteriormente ao consumo de dieta com 6leo de salméo por 7 dias,
jejum de 48 horas e realimentacdo com dieta rica em frutose por 24
horas.

e Grupo Oleo de Salmio Il (GSFIl, n=8) - sacrificados
posteriormente ao consumo de dieta com 6leo de salmdo por 7 dias,
jejum de 48 horas e realimentacdo com dieta rica em frutose e 6leo de
salméo por 24 horas. O grupo GSFII difere do GSFI por ter recebido
dieta com 6leo de salmao antes e ap0ds a realimentagdo com frutose.

Os animais receberam agua e racao ad libitum (exceto na fase
de jejum, na qual receberam somente agua) e foram pesados cinco vezes
durante o experimento: no inicio do periodo de adaptacéo, no inicio de
cada nova fase do periodo experimental e no dia do sacrificio.

4.3.2 Ragdes Experimentais

As racbes experimentais foram preparadas segundo as
recomendacdes do American Institute of Nutrition para a dieta AIN-93G
(REEVES, NIELSEN, FAHEY, 1993), com alteracdo da fonte lipidica
(substituindo o 6leo de soja por 6leo de salmdo) e de carboidrato
(substituindo o amido e a sacarose por frutose). As racdes
experimentais, em pd, foram ofertadas em recipientes de inox, sendo
pesadas e repostas trés vezes na semana. A quantidade consumida foi
obtida pela diferenca de peso entre a dieta oferecida e as sobras. A
composi¢do das ragGes do periodo de adaptacdo (dieta controle) e
experimental sdo apresentadas nos quadros 1, 2 e 3.
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Quadro 1 - Composicdo das racdes dos grupos experimentais na fase de
adaptacao.

AIN 93G
Ingredientes g/kg dieta
Caseina 200,000
Amido 530,000
Sacarose 100,000
Oleo de Soja 70,000
Fibra 50,000
Minerais 35,000
Vitaminas 10,000
L-cistina 3,000
Colina 2,500
BHT 0,014

Quadro 2 - Composicdo das racdes dos grupos experimentais na fase de
intervencdo com 6leo de salmao.

Ingredientes
glkg dieta GC GF GSFI GSFI11
Caseina 200,000 | 200,000 | 200,000 | 200,000
Amido 530,000 | 530,000 | 530,000 | 530,000
Sacarose 100,000 | 100,000 | 100,000 | 100,000
Oleo de Soja 70,000 70,000 0 0
Oleo de Salmao 0 0 70,000 70,000
Fibra 50,000 50,000 50,000 50,000
Minerais 35,000 35,000 35,000 35,000
Vitaminas 10,000 10,000 10,000 10,000
L-cistina 3,000 3,000 3,000 3,000
Colina 2,500 2,500 2,500 2,500
BHT 0,014 0,014 0,014 0,014
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Quadro 3 - Composicdo das racdes dos grupos experimentais na fase de
realimentacao.

Ingredientes GC GF GSFI GSFII
g/kg dieta
Caseina 200,000 | 200,000 | 200,000 | 200,000
Amido 530,000 0 0 0
Sacarose 100,000 0 0 0
Frutose 0 630,000 | 630,000 | 630,000
Oleo de Soja 70,000 | 70,000 | 70,000 0
Oleo de Salmao 0 0 0 70,000
Fibra 50,000 | 50,000 | 50,000 | 50,000
Minerais 35,000 | 35,000 | 35,000 | 35,000
Vitaminas 10,000 | 10,000 | 10,000 | 10,000
L-cistina 3,000 3,000 3,000 3,000
Colina 2,500 2,500 2,500 2,500
BHT 0,014 0,014 0,014 0,014

4.3.3 Sacrificio e Coleta de Tecidos dos Animais Experimentais

Ao final dos 17 dias de experimento os animais foram
sacrificados por decapitacdo. Foram coletadas amostras de sangue e
tecido hepético para as determinacBes bioquimicas e moleculares. O
tecido adiposo (epididimal e retroperitoneal) foi removido e pesado para
comparagao entre 0S grupos.

O sangue foi centrifugado a 3500 rpm a 4°C por 15 minutos para
obtencgdo do soro. O figado, apds ser removido, foi pesado e congelado
em nitrogénio liquido, sendo as amostras armazenadas a -40°C para
posteriores analises bioquimicas. O fragmento hepético destinado a

extragdo de RNA foi armazenado em solucdo estabilizado de RNA
(RNAlater® -Qiagen).

4.4 QUANTIFICACAO DE GORDURA HEPATICA TOTAL

Para determinacdo e quantificacdo da gordura hepética total foi
utilizado o método proposto por Folch, Less e Stanley (1957).
Aproximadamente 1 g de tecido hepatico foi homogeneizado com 3 mL
de cloroférmio:metanol (2:1) com a ajuda de um macerador. Em
seguida, completou-se o volume para 20 mL de cloroférmio:metanol
(2:1). A mistura foi filtrada em papel filtro fino e para cada 10 mL do
filtrado, adicionou-se 2 mL de solucédo salina (0,9 %). Os tubos foram
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agitados suavemente, sendo invertidos trés vezes. Em seguida, foram
levados para centrifuga por 10 minutos a 3000 rpm para separacao das
fases. A fase superior (fase aquosa) foi desprezada. Um volume
conhecido da fase inferior (fase cloroférmica) foi transferido para um
recipiente previamente pesado, o qual foi levado a estufa (60 °C) para
evaporacao. Apds a secagem, o recipiente foi pesado novamente, para o
célculo da diferenca de peso.

4.5 ANALISE DE LIPIDIOS SERICOS E HEPATICOS

Os triglicerideos, colesterol total e HDL-colesterol séricos foram
determinados através de kits comerciais da Labtest (Labtest Diagndstica
S.A., Brasil). A leitura foi realizada em espectrofotdmetro (BECKMAN
DU-640) a 505 nm para triglicerideos € 500 nm para colesterol total e
HDL-colesterol. A concentracdo de ndo HDL-colesterol foi estimada
pela diferenca entre o colesterol total e a fragdo HDL -colesterol.

Os triglicerideos hepaticos foram dosados pelo mesmo kit, apds a
extracdo da gordura hepatica total. Para as dosagens, a gordura total
extraida foi ressuspendida com 1 ml de isopropanol e apés leve agitacéo
retirou-se aliquotas para as analises.

4.6 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA DE PPARa

Em estudos de expressao génica, a PCR em tempo real é uma das
ferramentas mais utilizadas e consiste em um método para a rapida
amplificacdo — criacdo de multiplas cdpias - de segmentos especificos de
DNA (FIALHO, MORENO, ONG, 2008). O sistema de deteccdo da
PCR é baseado em fluoréforos que emitem luz e proporcionam o
acompanhamento da reacdo, sendo que a emissdao dos compostos
fluorescentes aumenta na proporcéo direta da quantidade de produto da
PCR (NOVAIS; PIRES-ALVES, 2004).

As analises moleculares foram realizadas no Laboratério de
Estudos Moleculares em Nutricdo e Metabolismo da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto/USP e seguiram as seguintes etapas:
Extracdo de RNA, Quantificagdo e Andlise da Pureza do RNA, Anélise
da Integridade do RNA, Sintese de cDNA e PCR em tempo real
(ANEXO A).

O RNA total hepético foi obtido por meio da utilizacdo de trizol
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) conforme as recomendagBes do
fabricante. O RNA total foi quantificado em espectrofotdmetro
(NanoDrop ND-1000), medindo-se a absorbancia nos comprimentos de
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onda de 230, 260 e 280 nm, para avaliacdo do grau de pureza. A
integridade do RNA total foi avaliada por meio de eletroforese em gel
de agarose. As amostras de RNA total extraido foram armazenadas a -
80°C até a sua utilizacdo para sintese de cDNA por meio de kit High
Capacity (Applied Biosystems, Foster, Califérnia, EUA). O cDNA foi
sintetizado a partir de 2 ug de RNA total na presenca da transcriptase
reversa e do iniciador oligo (dt), conforme instrucdes do fabricante.
Logo apds foi realizada PCR em tempo real para quantificacao relativa
de expressdo génica por meio do equipamento 7500 Real Time PCR
System, utilizando SYBR Green (Applied Biosystems) e iniciadores
especificos para o gene de estudo. Os iniciadores foram desenhados por
meio das sequéncias depositadas no NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e com o auxilio do software Primer
Express (Applied Biosystems). O gene estudado foi:

NUmero de acesso . . .
Gene Oligonucleotideos Iniciadores
no GenBank

Forward CACGATGCTGCTCTCCTTGA

PPARa NM_011144

- Reverse GTGTGATAAAGCCATTGCCGTA
As condicdes de termociclagem compreenderam uma incubacéo a
50 °C por 2 minutos, seguida pela ativacdo da DNA polimerase a 95 °C
por 10 minutos e 40 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 15 segundos,
intercalados com anelamento e extensdo a 60 °C por 1 minuto. As
amostras foram analisadas em duplicata e a expressdo foi corrigida por
um controle enddgeno definido em experimento de padronizagéo. Os
niveis relativos de transcritos foram determinados utilizando-se 18S
RNA ribossdmico como agente de controle endégeno. Foram feitos
ensaios para curva-padrdo, no intuito de definir o valor de threshold
(limiar de deteccdo) para uma eficiéncia de reacdo em torno de 100%,
além da otimizacdo das quantidades de primer e de cDNA utilizadas nas

reacOes de quantificacdo relativa do transcrito.

THRESHOLD SLOPE R® Eficiéncia
PPAR 100nM 0,267122 -3,265591 0,981979 102%
18S 200nM 0,490404 -3,31940 0,985994 100%

Para o célculo da quantidade relativa (Fold Change), foi aplicado
0 método AACT a fim de realizar a comparagdo relativa ao grupo que
ndo recebeu tratamento, ou seja, o grupo calibrador. Neste estudo o
grupo calibrador foi o grupo GC.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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ACT = CT (gene alvo) - CT (enddégeno)
AACT = ACT (amostra) - ACT (calibrador)
Fold Change = 24T

Os resultados representam o nimero de vezes que O gene nos
animais dos grupos GF, GFSI e GFSII é mais ou menos expresso em
relacdo a expressdo do gene nos animais do grupo controle, visando
avaliar se a dieta rica em frutose e o uso do dleo de salméo alteram a
expressdo do gene em estudo.

4.7 DETERMlNAng DO PERFIL DE ACIDOS GRAXOS DO
OLEO DE SALMAO

A amostra do 06leo de salmédo foi gentilmente cedida pela
empresa Tectron - Solugdes Inteligentes em Nutrico Animal (Toledo,
Parané/Brasil).

A determinacdo do perfil de &cidos graxos do 6leo de salmao
foi realizada no Laboratério de Nutricdo e Metabolismo da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto/USP. Para as analises, 50 pul do 6leo foram
colocados em tubos com tampa, aos quais se adicionou 1 mL de solugédo
de KOH em metanol (0,5 M) com posterior agitacdo. Os tubos foram
colocados em banho a 100 °C por 15 minutos. Apés resfriar, foi
acrescido 400 pl de solucdo de HCI/Metanol (4:1, v/v) e os tubos foram
novamente aquecidos a 100 °C por 15 minutos. Em seguida, foram
acrescidos 2 mL de agua. Os tubos foram agitados e a solucéo foi lavada
com 3 mL de hexano por duas vezes. A fase organica foi filtrada em
papel de filtro contendo Na,SO, Essa solucdo de hexano e &cidos
graxos foi seca em corrente de nitrogénio e ressuspensa em 500 ul de
cloroférmio para ser injetada no cromatografo gasoso. Os acidos graxos
foram determinados por cromatografia gasosa (cromatografo
SHIMADZU, GC-2014) equipado com auto-injetor AOC-20i, com
coluna capilar Supelcowax de 30 m de comprimento, 0,25 mm de
diametro interno e 0,25 pum de espessura de filme. O gas hélio foi
utilizado como carreador, com fluxo de 1,6 mL/min. As temperaturas do
injetor e do detector foram de 250 °C. O padréo utilizado foi composto
por um mix de &cidos graxos da Supelco (Supelco 37 Component
FAME Mix).
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4.8 TRATAMENTO E ANALISE DOS DADOS

Os dados coletados foram inseridos em um banco de dados criado
no software Microsoft Office Excel 2007. E apresentada a estatistica
descritiva, com valores de média e desvio padrdo ou mediana e intervalo
interquartil, conforme distribuicdo dos dados. Para a estatistica analitica,
0 teste estatistico para comparacdo entre grupos foi o teste ANOVA ou
de Kruskall-Wallis, dependendo das caracteristicas da variavel de
desfecho, com pobs-teste de Bonferroni. Em todas as andlises foi
utilizado o software STATA versdo 11.0, considerando como
estatisticamente significativo o valor de p<0,05.

4.9 PROCEDIMENTOS ETICOS DA PESQUISA

O projeto foi aprovado pela Comissdo de FEtica em
Experimentagdo Animal da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto -
Processo n® 013/2012 (ANEXO B). O parecer favoravel juntamente com
a copia do projeto aprovado foi encaminhado a Comissdo de Etica em
Uso de Animais da Universidade de Santa Catarina para arquivamento.
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RESUMO

O receptor ativado por proliferadores de peroxissoma alfa (PPARa) esta
envolvido na regulacdo do metabolismo lipidico e parece ser regulado
por acidos graxos polinsaturados. O objetivo deste estudo foi investigar
o efeito do consumo de 6leo de salmdo, rico em 6mega 3, na expressao
do gene PPAR« e na concentragdo de triglicerideos séricos e hepaticos
de ratos realimentados com dieta rica em frutose apés jejum prolongado.
Foram utilizados 31 ratos machos, Wistar, pesando entre 180-200 g. Os
animais foram mantidos em gaiolas individuais e distribuidos
aleatoriamente em quatro grupos: Controle, Frutose, Oleo de Salmao | e
Oleo de Salmio II. Apés um periodo de adaptagdo, os animais
receberam, por sete dias, dieta AIN-93 G, modificada, com dleo de
salmdo como fonte lipidica. Em seguida foram mantidos em jejum
durante 48 horas e realimentados com dieta rica em frutose por 24 horas.
O grupo GSFII difere do GSFI por ter recebido 6leo de salmdo antes e
apos a realimentacdo com frutose. Ao final do experimento os animais
foram sacrificados e foram coletadas amostras de sangue e tecido
hepético para andlises bioquimicas e moleculares. O tecido adiposo
(epididimal e retroperitoneal) foi removido e pesado. O teste estatistico
para comparacdo entre grupos foi o teste ANOVA ou Kruskall-Wallis,
com pds-teste de Bonferroni, considerando como estatisticamente
significativo o valor de p<0,05. A dieta rica em frutose aumentou a
gordura hepética total nos animais e o 6leo de salméo foi efetivo em
reduzir este efeito. Em relagdo a concentragdo de triglicerideos hepéticos
e perfil lipidico sérico, ndo houve diferenca, exceto para a fragdo HDL -
C, que apresentou reducdo nos animais que consumiram a dieta rica em
frutose. Ndo foi observada diferenca na expressdo do gene PPARa entre
0S grupos.

Palavras-chave: Omega 3, Frutose, PPARa, Metabolismo lipidico,
Realimentacéo.
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INTRODUCAO

Nutrientes presentes na dieta podem modular o processo de
expressdo génica por diferentes mecanismos. A regulagdo dos processos
metabdlicos, em especial do metabolismo lipidico, é essencial para a
homeostase do organismo e efeitos da interagdo gene-nutriente parecem
ter um impacto importante na promoc¢do da salde e prevencdo de
doencas.” Um dos principais fatores de transcricdo envolvidos na
regulacio do metabolismo lipidico é o receptor ativado por
proliferadores de peroxissoma alfa (PPARa), que esta vinculado ao
processo de oxidacdo de acidos graxos pelo figado.? Diversas moléculas
sdo capazes de ativa-lo, incluindo os &cidos graxos polinsaturados
6mega 3.°

O dleo de salmdo, assim como os demais Oleos de peixes
marinhos, é rico em &cido eicosapentaenoico (EPA) e docosahexaenoico
(DHA) e vem sendo utilizado na pratica clinica sob alegacgdo de reduzir
0s niveis plasmaticos de triglicerideos, promovendo uma melhora da
satde cardiovascular.*>®

Os modelos experimentais para estudo do metabolismo lipidico
incluem animais geneticamente modificados e modelos dietéticos, entre
outros.” A oferta excessiva de carboidratos simples constitui uma
alteracéo dietética capaz de induzir a hipertrigliceridemia.®® O estado de
restricdo e realimentacdo alimentar também aparece como um modelo
para estudos do metabolismo lipidico em funcdo das alteragBes
decorrentes da lipdlise e lipogénese.™

O objetivo deste estudo foi investigar o efeito do consumo de
6leo de salmdo na expressdo do gene PPARa e no perfil lipidico de ratos
realimentados com dieta rica em frutose ap6s jejum prolongado.

MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentagdo Animal da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto/USP (n° 013/2012).

Delineamento experimental

Foram utilizados 31 ratos machos da linhagem Wistar, com peso
aproximado de 180-200 g. Os animais foram alojados em gaiolas
individuais, em sala climatizada (24+2°C) e com ciclo claro/escuro de
12 horas, no Biotério do Departamento de Clinica Médica da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto/USP. Para o ensaio bioldgico, os animais
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passaram por um periodo de adaptacdo de sete dias e foram distribuidos
aleatoriamente em quatro grupos:

e  Grupo Controle (GC, n=8) — sacrificados posteriormente ao
consumo de dieta controle por 7 dias, jejum de 48 horas e realimentagéo
com dieta controle por 24 horas.

e Grupo Frutose (GF, n=7) — sacrificados posteriormente ao
consumo de dieta controle por 7 dias, jejum de 48 horas e realimentagdo
com dieta rica em frutose por 24 horas.

e Grupo Oleo de Salmio | (GSFI, n=8) - sacrificados
posteriormente ao consumo de dieta com 6leo de salméo por 7 dias,
jejum de 48 horas e realimentacdo com dieta rica em frutose por 24
horas.

e Grupo Oleo de Salmio Il (GSFIl, n=8) - sacrificados
posteriormente ao consumo de dieta com 6leo de salméo por 7 dias,
jejum de 48 horas e realimentacdo com dieta rica em frutose e éleo de
salméo por 24 horas. O grupo GSFII difere do GSFI por ter recebido
dieta com 6leo de salmao antes e apds a realimentacdo com frutose.

Periodo Experimental

Periodo Intervengéo com Lei Realimentacao
« ) ejum e
Adaptagdo  &je0 de Salméo com Frutose Sacrificio
1 semana 1 semana 48 horas 24 horas

Racdes experimentais

Os grupos receberam agua e ragdo ad libitum (exceto na fase de
jejum, na qual receberam somente agua). As racdes foram preparadas
segundo as recomendacdes do American Institute of Nutrition para a
dieta AIN-93G™, com alteracdo da fonte lipidica (substituindo o 6leo de
soja por 6leo de salmao) e de carboidrato (substituindo o amido e a
sacarose por frutose). A amostra do 6éleo de salmdo foi cedida pela
empresa Tectron - Solugdes Inteligentes em Nutricdo Animal (Toledo,
Parané/Brasil).

Sacrificio

Ao final dos 17 dias de experimento 0s animais foram
sacrificados por decapitacdo e foram coletadas amostras de sangue e
tecido hepatico para as analises bioguimicas e moleculares. O tecido
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adiposo (epididimal e retroperitoneal) foi removido e pesado para
comparagao entre grupos.

Anélises bioguimicas

A identificagdo da composicdo de &cidos graxos do 6leo de
salmdo foi realizada por cromatografia gasosa (cromatografo
SHIMADZU, GC-2014). Para quantificacdo da gordura hepaética total
foi utilizado o método proposto por Folch, Less e Stanley (1957)'2 Os
lipidios séricos e os triglicerideos hepéticos foram determinados através
de kits comerciais da Labtest (Labtest Diagnostica S.A., Brasil).

Andlise do gene PPARa,

Para as andlises moleculares, 0 RNA total hepatico foi obtido por
meio da utilizacdo de trizol (Tizol reagent — Invitrogen) conforme as
recomendacdes do fabricante. Apds a obtencdo de RNA o mesmo foi
guantificado e armazenado a -80 °C até a sua utilizagdo para sintese de
cDNA por meio de kit High Capacity (Applied Biosystems, Foster,
California, EUA). Logo apo6s foi realizada PCR em tempo real para
guantificacdo relativa de expressdo génica por meio do equipamento
7500 Real Time PCR System, utilizando SYBR Green (Applied
Biosystems) e iniciadores especificos para o gene de estudo. Os niveis
relativos de transcritos foram determinados utilizando-se 18S RNA
ribossdbmico como agente de controle endégeno. Os iniciadores foram
desenhados por meio das sequéncias depositadas no NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e com o auxilio do software Primer
Express (Applied Biosystems).

NUmero de acesso

Gene no GenBank

Oligonucleotideos Iniciadores

Forward CACGATGCTGCTCTCCTTGA

PPARa NM_011144
- Reverse GTGTGATAAAGCCATTGCCGTA

O gene de interesse apresentou amplificacdo, conforme avaliado
em gel do produto purificado de PCR (figura 1). A concentracéo ideal
de primer e a quantidade 6tima de cDNA utilizados nas reacdes de
quantificacdo relativa dos transcritos, além do valor de threshold
definido pela andlise da curva-padrdo, considerando-se eficiéncia em
torno de 100 %, foram:


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Gene Threshold Primer cDNA Termociclagem

PPAR 0,267122 100nM  15pug Normal
18S 0,490404 200nM 1,5 g Normal

Figura 1 — Gel do produto purificado de PCR (qualitativo) do gene de
estudo.

Para o célculo da quantidade relativa (Fold Change), foi aplicado
o método AACT a fim de realizar a comparagdo relativa ao grupo que
ndo recebeu tratamento, ou seja, 0 grupo calibrador. Neste estudo o
grupo calibrador foi o grupo GC. Os resultados representam o nimero
de vezes que o gene nos animais dos grupos GF, GFSI e GFSII é mais
ou menos expresso em relacdo a expressdo do gene nos animais do
grupo controle, visando avaliar se a dieta rica em frutose e o uso do dleo
de salmado alteram a expressdo do gene em estudo.

Andlise estatistica

Os dados foram analisados por meio do software STATA 11.0,
considerando como estatisticamente significativo o valor de p<0,05. O
teste estatistico para comparagdo entre grupos foi o teste ANOVA ou
Kruskall-Wallis, dependendo das caracteristicas da variavel de desfecho,
com pos-teste de Bonferroni. Os resultados sdo expressos como média £
desvio padrdo ou mediana e intervalo interquartil.

RESULTADOS

Perfil de acidos graxos dos oleos utilizados para o preparo das
dietas

O perfil de acidos graxos dos Oleos de soja e de salmédo
utilizados para o preparo das ragBes experimentais € apresentado na
tabela 1.
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Tabela 1 — Composicdo de acidos graxos (%) dos 6leos de soja e de
salmdo utilizados no preparo das dietas experimentais. Floriangpolis,

2012.
Acidos graxos Oleo de Soja  Oleo de Salméao
C12:0 Acido Laurico ND 0,1
C14:0 Acido Miristico 0,1 4,5
C16:0 Acido Palmitico 10,6 15,4
C17:0 Acido Margarico 0,1 ND
C18:0 Acido Estearico 2,9 3,9
C24:0 Acido Lignocérico 0,1 ND
XSaturados 13,8 23,9
C16:1 Acido Palmitoléico ND 6,2
C17:1 Acido Margaroléico 0,1 ND
C18:1n9c Acido Oléico 27,1 27,8
C20:1n9 Acido Eicosandico 0,3 ND
XMonoinsaturados 27,5 34,0
C20:2 Acido Eicosadientico 0,2 1,9
C18:2n6¢ Acido Linoléico 52,0 14,0
C18:3n3 Acido a-Linolénico 5,2 2,4
C20:3n6 Acido Dihomo y-Linolénico ND 0,6
C20:5n3 Acido Eicosapentaendico (EPA) 0,4 7,4
C22:5n3 Acido Docosapentaendico ND 2,8
C22:6n3 Acido Docosahexaenéico (DHA) ND 5,6
X Polinsaturados 57,6 34,7
>n6 52,0 14,6
Xn3 5,6 18,3
n6/n3 9,3 0,8
Outros 0,9 3,95

ND — néo detectado

O Oleo de soja apresenta elevado teor de acidos graxos
polinsaturados (58%) com predominio do &cido linoléico (52%),
principal representante dos acidos graxos da classe 6mega 6. O 6leo de
salméo apresenta maior teor de acidos graxos polinsaturados émega 3
(18%), com predominio dos 4cidos eicosapentaendico (7%) e

docosahexaendico (6%).

Crescimento dos animais e Ingestao dietética
As tabelas 2 e 3 mostram que ndo houve diferenga quanto ao
ganho de peso e a ingestdo da dieta entre 0s grupos experimentais.
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Tabela 2 — Média do ganho de peso (g) ao final do experimento e variacdo de peso (g) dos grupos experimentais nos
diferentes periodos do ensaio bioldgico. Floriandpolis, 2012.

Média + DP
GC GF GSFI GSFII P
Ganho de peso total 86,4+13,7 78,7+13,4 66,9+21,0 92,0+£25,5 0,077
Variagéo de peso
Adaptacdo 41,4+8,2 33,9+15,0 22,9+14,3 39,6+17,8 0,063+
Experimental 47,3+15,0 49,1+14,7 50,0+16,5 59,1+18,9 0,492%
Jejum - 26,1+39 -24,745,1 -25,3+3,9 -27,945,5 0,574%

Realimentacdo* 25,0 [20,5;27,5] 20,0 [15,0;27,0] 21,5[17,5;23,0] 22,5[20,0;23,5] 0,385%+
* Resultados expressos em mediana e intervalo interquartil
+ ANOVA
+1 Kruskal-Wallis
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Tabela 3 — Consumo médio diario de racdo (g/dia) pelos grupos experimentais nos diferentes periodos do ensaio

biolégico. Floriandpolis, 2012.

Média = DP
GC GF GSFI GSFII P
Adaptacdo 21,2+£3,3 20,6+2,1 18,6+4,3 18,7+3,8 0,361t
Experimental 23,537 24,1+2 3 22,2142 23,525 0,715%
Realimentacdo* 23,5 [22,0;27,5] 22,0 [18,0;28,0] 20,5 [18,0;26,0] 21,0 [19,0;29;0] 0,500t
* Resultados expressos em mediana e intervalo interquartil
 ANOVA

11 Kruskal-Wallis
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Tecido Hepatico e Adiposo

A determinacdo da gordura hepética total mostrou que a dieta rica
em frutose foi capaz de aumentar a gordura hepética nos animais do
grupo GF (38,6 ¢/100g tecido) e o 0Oleo de salméo foi efetivo em
prevenir este efeito (GSFI: 12,6 ¢/100g tecido; GSFII: 13,7 ¢g/100g
tecido), ocasionando uma reducdo, inclusive, em relagdo ao grupo GC
(28,2 ¢/100g tecido).

N&o houve diferenca entre os grupos em relacdo ao peso do
tecido hepético. No entanto, quando este peso foi normalizado para o
peso corporal, o valor no grupo GSFII foi maior do que no grupo GF,
demonstrando um aumento do érgdo em relagdo ao peso do corpo.

Com relagdo ao peso do tecido adiposo epididimal, os animais do
grupo GSFI (1,8+0,8 g) e GSFII (1,8+0,4 g) apresentaram valores
reduzidos quando comparados ao grupo GC (2,9+0,8 g) (p=0,005).
Quanto ao peso do tecido adiposo retroperitoneal ndo houve diferenca
entre os grupos (p=0,05).

Apo6s normalizacdo do peso do tecido adiposo epididimal para o
peso corporal, o grupo GSFII (0,7+0,1) apresentou valores reduzidos em
relacdo ao grupo GC (1,0+0,3). J& a razdo entre o tecido adiposo
retroperitoneal e o peso corporal ndo apresentou diferenca entre 0s
grupos (p=0,05). Os dados de gordura hepatica total e peso dos tecidos
hepatico adiposo sdo apresentados na tabela 4.
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Tabela 4 — Valores médios de gordura hepética total (g/100g tecido), peso absoluto (g) dos tecidos

hepético e adiposo (epididimal e retroperitoneal) e razdo entre o peso dos tecidos hepatico e adiposo
e 0 peso corporal. Florianopolis, 2012.

Média + DP
GC GF GSFI GSFII P

Gordura hepética total* 28,2[26,8;32,5]° 38,6[385;40,3]° 12,6[11,8;16,7]° 13,7[13,0;14,7]° <0,001%+
Tecido hepatico 14,0+1,8 13,0+0,9 13,0£2,5 15,3+1,7 0,0631

Razdo peso hepatico/corporal 49+0,4 4,8+0,3% 5,2+0,9 5,7+0,4° 0,004+
Tecido adiposo epididimal 2,9+0,8° 2,5+0,6 1,8+0,8° 1,8+0,4° 0,005F

Raz&o peso epididimal/corporal 1,0+0,2% 0,9+0,2 0,7+0,3 0,7+0,1° 0,0137
Tecido adiposo retroperitoneal™ 2,411,2;31] 2,0 [1,5;2,8] 1,0 [0,6;1,8] 1,3[0,9;1,5] 0,05F1

Razdo peso retroperitoneal/corporal* 0,8 [0,5;1,1] 0,8 [0,5;1,0] 0,4 [0,2;0,7] 0,4 [0,3;0,6] 0,05F1

* Resultados expressos em mediana e intervalo interquartil

t ANOVA
1+ Kruskal-Wallis

abc

Letras diferentes na mesma linha indicam que houve diferenca estatistica
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Perfil lipidico sérico e triglicerideos hepaticos
O perfil lipidico sérico ndo apresentou diferenca entre 0s grupos experimentais, exceto para a fragdo HDL-c

(p=0,001) que apresentou valores de mediana reduzidos nos grupos que receberam frutose - GSFI (20,6 mg/dL),
GSFII (22,3 mg/dL) e GF (24,0 mg/dL) -, em comparacgdo ao grupo GC (32,9 mg/dL). Com relacdo aos valores de
triglicerideos hepéticos ndo houve diferenca entre os grupos (p=0,385). Os resultados do perfil lipidico sérico e
triglicerideos hepaticos estdo descritos na tabela 5.

Tabela 5 — Perfil lipidico sérico (mg/dL) e triglicerideos hepéticos (mg/g tecido) dos grupos experimentais.
Floriandpolis, 2012.

Média = DP

GC GF GSFI GSFII P
Soro
Triglicerideos 59,5+24,8 96,9+30,1 84,1+45,0 75,1£21,0 0,1587
Colesterol total 50,3+10,3 44,2443 40,0+7,7 40,4+9,4 0,074%
HDL-c* 32,9[28,6;43,3]* 24,0 [22,6;27,3]b 20,6 [18,6;23,0]b 22,3 [18,7;27,8]b 0,001
N&o HDL-c 15,2+10,9 19,9+5,3 19,1+7,5 18,5+5,8 0,6567
Figado
Triglicerideos 10,4+3,8 14,1452 14,1+4,3 12,355 0,385}
* Resultados expressos em mediana e intervalo interquartil
+ ANOVA

11 Kruskal-Wallis
3P| etras diferentes na mesma linha indicam que houve diferenca estatistica
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Expressio do gene PPARa

A quantificacdo relativa, apresentada na figura 2, mostrou que
ndo houve diferenca dos diferentes tratamentos sobre a expressdo do
gene PPARa no tecido hepatico dos animais experimentais (p=0,382).

Figura 2 — Efeito dos diferentes tratamentos sobre a expressdo génica de
PPARa no tecido hepatico dos animais experimentais. Florianopolis,
2012.

p=0,3182%7 -

10
z
=
6
Ft =
= 4
= _ -
2 1,
=3 14 1.1

[
0 4
GC (n=8) GF (n=T) GSFI (n=6) GSFII (n=3)

GC: grupo calibrador. GF: nimero de vezes que 0 gene € mais ou menos
expresso no grupo GF em relagdo ao grupo GC. GSFI: nimero de vezes que 0
gene é mais ou menos expresso no grupo GSFI em relagdo ao grupo GC. GSFII:
nimero de vezes que 0 gene é mais ou menos expresso no grupo GSFII em
relagdo ao grupo GC.

+1 Kruskal-Wallis
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DISCUSSAO

A oferta excessiva de carboidratos simples, tais como a frutose,
constitui uma alteracdo  dietética capaz de induzir a
hipertrigliceridemia®**** e ocasionar mudancas hepaticas, causando
actimulo de triglicerideos no figado.****

O estado de restricdo e realimentacdo alimentar também aparece
como um modelo para estudos do metabolismo lipidico, visto que
mudancas na disponibilidade de nutrientes exigem adaptacoes
hormonais e metabdlicas para garantir a manutencdo da homeostase
energética.’® O aclimulo de lipidios no figado, em situacdes de jejum
prolongado, pode ocorrer em resposta a uma desordem metabdlica,
devido ao excesso da oferta de acidos graxos livres do tecido adiposo
para o figado e a dificuldade na sua metabolizagdo. Além disso, a
deficiéncia na ingestdo dietética prejudica a sintese de proteinas e
fosfolipidios necessarios a formacdo da lipoproteina VLDL, causando
acumulo dos triglicerideos formados no figado pela sintese endogena.
Inversamente, na oferta excessiva de energia ocorre aumento da sintese
de acidos graxos e o processo da oxidacdo € inibido visando facilitar o
armazenamento de energia, sob a forma de triglicerideos, nos adipdcitos.
Distrbios no metabolismo dos acidos graxos, principalmente
envolvendo a regulacdo da sintese e oxidagdo pode contribuir para a
obesidade, resisténcia a insulina, dislipidemia e esteatose hepética.'®

O PPARa, ativado pelo acido graxo polinsaturado dmega 3
presente no dleo de salmao, induz a expressdo de enzimas relacionadas a
B-oxidacdo, aumentando a depuracdo das lipoproteinas ricas em
triglicerideos, o que evita a esteatose hepatica e melhora o perfil lipidico
sérico.™®

Nagai et al (2002)'" em estudo com ratos machos Sprague-
Dawley ap6s oferta de dieta rica em frutose e fenofibrato por oito
semanas observaram que o tratamento com fenofibrato melhorou as
alteragBes metabdlicas induzidas pela dieta rica em frutose, tais como a
resisténcia a insulina, hipertensdo, hiperlipidemia e acimulo de gordura
no figado, além disso o fenobibrato induziu a expressdo/atividade do
PPARa. O fenobibrato exerce papel semelhante aos acidos graxos
polinsaturados na ativa¢ao do PPARa.

Buettner et al (2006)'® observaram em ratos machos Wistar
alimentados com diferentes dietas (banha de porco, azeite de oliva, 6leo
de coco e 6leo de peixe) por 12 semanas que o PPARa foi mais expresso
em animais que receberam o 6leo de peixe como fonte lipidica.
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Palou et al (2008)'° observaram em ratos machos Wistar
alimentados com dieta controle, sob diferentes padrbes de alimentacdo
(jejum de 4, 8, 24 horas e realimentacdo por 3 horas ap6s jejum de 24
horas) que a expressdo do gene PPARa aumentou significativamente
apos 8 horas de jejum, retornando aos valores normais apds 3 horas de
realimentacdo. Essa alteracdo ocorreu apds o0 aumento de &cidos graxos
livres no sangue e a reducdo da insulina circulante.

Os resultados do presente estudo indicam aumento de gordura
hepética no grupo que consumiu frutose e redugdo deste parametro nos
grupos que consumiram dleo de salmao. No entanto, neste trabalho a
determinacdo de triglicerideos hepaticos e séricos ndo apresentou
diferenca entre os grupos, exceto para a fragdo sérica HDL-c. Em
relagdo a expressdo do fator de transcrigdo PPARa, ndo houve diferenga
entre 0s grupos. Destaca-se que este foi um estudo agudo e que, pelo
curto periodo de tempo, a resposta metabdlica dos animais a intervengéo
ndo foi evidente nos resultados obtidos, no entanto, estes resultados
indicam uma tendéncia que poderia se revelar em um modelo de
intervencdo a longo prazo.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Pesquisas sobre a temética da nutricdo clinica, em especial,
relacionadas ao entendimento dos processos fisiopatoldgicos de doencas
cronicas ndo transmissiveis sdo de extrema importancia para o
desenvolvimento de agBes que visem reduzir os crescentes indices de
morbimortalidade por estas doengas em todo mundo.

Os resultados do presente estudo indicam aumento de gordura
hepética nos animais do grupo frutose e redugdo deste pardmetro nos
grupos que consumiram 6leo de salmdo. Em relacdo a concentracdo de
triglicerideos hepaticos e perfil lipidico sérico, ndo houve diferenca
significativa, exceto para a fracdo HDL-c, que apresentou reducdo nos
animais que consumiram a dieta rica em frutose. Ndo foi observada
diferenca na expressdo do gene PPARa entre os grupos.

Destaca-se que este foi um estudo agudo e que, pelo curto
periodo de tempo, a resposta metabdlica dos animais a intervencdo néo
foi evidente nos resultados obtidos, no entanto, ja existem na literatura
evidéncias sobre os beneficios do uso de acidos graxos polinsaturados
O0mega 3, presente em 6leos de peixes, na prevencdo e terapéutica de
diversas enfermidades, dentre elas as alteragbes do metabolismo
lipidico, em especial reduzindo os valores de triglicerideos no sangue, o
que poderia se revelar em um modelo de intervencdo a longo prazo.

Assim, conclui-se que neste estudo o dleo de salmdo apresenta
beneficios, principalmente em relacdo & reducdo da gordura total
hepética, o que também pode contribuir para a melhora da salde
cardiovascular.
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ANEXOS

ANEXO A - DADOS REFERENTES AS ANALISES
MOLECULARES

Quadro 4 - Quantificagdo e andlise da pureza do RNA extraido das
amostras de figado dos animais experimentais.

Extracdo RNA
Amostra | 260/280 | 260/230 | Rendimento (ng/pL)

F1 1,72 0,66 372,2

F2 1,84 0,78 1670,9

F3 1,64 0,37 548,6

F4 1,93 1,17 994,3

cc F5 1,59 0,34 839,5
F6 1,61 0,34 564,6

F7 1,72 0,74 235,2

F8 1,75 0,77 2935,6

F9 1,87 1,00 27145

F10 1,87 0,83 1862

F11 1,84 0,72 2017,2

GF F12 1,82 0,72 1872,8
F14 1,83 0,78 2386,5

F15 1,80 0,77 2733,2

F16 1,73 0,45 1591,3

F17 181 0,60 1614,5

F18 1,82 0,65 1883,1

F19 1,78 0,46 1376,5

F20 1,82 0,78 2668

GSFI F21 1,82 0,87 2945,1
F22 1,68 0,51 1817,8

F23 1,80 0,63 2178,7

F24 1,80 0,54 1543,7

F25 1,75 0,58 2097

F26 1,79 0,73 2717,3

GSFII F27 1,83 0,67 2223,3
F28 1,82 0,75 2501,6

F29 1,81 0,59 1606,3
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Extragdo RNA

Amostra | 260/280 | 260/230 | Rendimento (ng/pL)
F30 1,75 0,53 1923,3
F31 1,83 0,71 2101,8
F32 1,79 0,69 2521,9

Quadro 5 — Quantificacdo e andlise da pureza do cDNA sintetizado a
partir do RNA extraido das amostras de figado dos animais
experimentais.

Quantificagdo cDNA
Amostra | Rendimento (ug/ul) |260/280 | 260/230

F1 1,2280 1,77 2,10

F2 1,2785 1,77 2,16

F3 1,2803 1,77 1,99

GC F4 1,3486 1,77 2,17
F5 1,2373 1,77 1,88

F6 1,1496 1,78 1,94

F7 1,3724 1,76 2,06

F8 1,3769 1,77 1,79

F9 0,8952 1,78 2,16

F10 0,9354 1,78 2,15

F11 0,8035 1,76 2,06

GF F12 0,8559 1,76 2,09
F14 0,9047 1,77 2,05

F15 0,9981 1,76 2,01

F16 0,9901 1,75 1,71

F17 0,5384 1,75 1,77

F18 0,5597 1,76 1,81

F19 1,4393 1,78 2,01

F20 1,4369 1,77 2,10

GSFI F21 1,3988 1,78 2,12
F22 1,4472 1,77 1,95

F23 1,4534 1,77 2,06

F24 1,4839 1,77 2,06

F25 0,5912 1,74 1,73

F26 0,5415 1,75 1,61




Quantificacdo cDNA
Amostra | Rendimento (ug/uL) | 260/280 | 260/230
F27 0,5827 1,76 1,72
F28 1,4559 1,78 2,11
GSFI1 F29 1,3312 1,79 2,09
F30 1,4064 1,77 1,97
F31 1,3679 1,78 2,12
F32 1,3857 1,77 2,03
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Quadro 6 — Valores de CT e determinagdo do Fold Change das amostras analisadas.

Amostra PPAR MEDIA 18S MEDIA| ACT | AACT | Fold Change
F1 24,0068 | 23,0756 | 23,5412 | 23,4286 | 23,6242 | 23,5264 | 0,0148 | 0,0000 1,0000
F2 21,3832 | 27,4887 | 24,4360 | 23,1303 | 23,2926 | 23,2115| 1,2245 | 0,0000 1,0000
F3 23,1932 | 22,2439 22,7186 | 21,8493 | 22,4883 | 22,1688 | 0,5498 | 0,0000 1,0000
F4 22,9159 | 21,7456 | 22,3308 | 23,0878 | 23,0380 | 23,0629 | -0,7321 | 0,0000 1,0000
F5 22,1261 (22,1008 | 22,1135 | 23,0195 | 23,0803 | 23,0499 | -0,9365 | 0,0000 1,0000
F6 21,8507 | 23,4458 | 22,6483 | 23,1090 | 23,2119 | 23,1605 | -0,5122 | 0,0000 1,0000
F7 22,5947 | 23,2914 | 22,9431 | 24,2683 | 24,2533 | 24,2608 | -1,3178 | 00,0000 1,0000
F8 21,0033 | 23,7098 | 22,3566 | 23,0977 | 22,6387 | 22,8682 | -0,5117 | 0,0000 1,0000

Meédia |-0,2776 | 0,0000 1,0

DP 0,0

Mediana 1,0

F9 28,9025 | 28,8717 | 28,8871 | 29,4809 | 27,9664 | 28,7237 | 0,1635 | 0,4411 0,7366
F10 26,4212 | 26,2966 | 26,3589 | 28,4950 | 26,2671 | 27,3811 | -1,0222 | -0,7445 1,6754
F11 29,2191 (31,1112 30,1652 | 29,4080 | 28,4835 | 28,9458 | 1,2194 | 1,4970 0,3543
F12 26,9018 | 26,8756 | 26,8887 | 27,4448 | 28,4153 | 27,9301 | -1,0414 | -0,7637 1,6978
F14 30,2757 | 29,8609 | 30,0683 | 31,6902 | 31,6418 | 31,6660 | -1,5977 | -1,3201 2,4968
F15 25,3959 | 24,7354 | 25,0657 | 28,1340 | 27,4153 | 27,7747 | -2,7090 | -2,4314 5,3940
F16 24,5214 | 25,3479 24,9347 | 25,7885 | 26,9166 | 26,3526 | -1,4179 | -1,1403 2,2042
Média | -0,9150 | -0,6374 2,1

DP 1,6
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Mediana 1,7

F19 22,5117 | 22,5016 | 22,5067 | 22,1689 | 22,3354 | 22,2522 | 0,2545 | 0,5321 0,6915
F20 21,4388 21,3897 | 21,4143 | 21,3798 | 22,7307 | 22,0553 | -0,6410 | -0,3634 1,2864
F21 19,9957 | 19,8405 | 19,9181 | 21,9798 | 22,0721 | 22,0260 | -2,1079 | -1,8302 3,5559
F22 21,1523 | 19,5638 | 20,3581 | 22,0054 | 21,1659 | 21,5857 | -1,2276 | -0,9500 1,9318
F23 21,4865 | 21,5805 | 21,5335 | 22,0354 | 21,9690 | 22,0022 | -0,4687 | -0,1911 1,1416
F24 21,0420 21,0162 | 21,0291 | 21,7817 | 21,8519 | 21,8168 | -0,7877 | -0,5101 1,4241

Média | -0,8297 | -0,5521 1,7

DP 1,0

Mediana 14

F28 20,4030 | 20,3549 | 20,3790 | 21,4717 | 21,4919 | 21,4818 | -1,1029 | -0,8252 1,7718
F29 21,3401 21,1151 21,2276 | 21,3018 | 21,1851 | 21,2435 | -0,0158 | 0,2618 0,8341
F30 18,1678 | 18,0281 | 18,0980 | 21,8628 | 21,7539 | 21,8084 | -3,7104 | -3,4328 10,7985
F31 20,6262 | 20,5975 | 20,6119 | 21,0693 | 21,0196 | 21,0445 | -0,4326 | -0,1550 1,1134
F32 21,2418 |21,3030| 21,2724 | 21,3288 | 21,6805 | 21,5047 | -0,2322 | 0,0454 0,9690

Média | -1,0988 | -0,8211 3,1

DP 4,3

Mediana 1,1
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As amostras 17, 18, 25, 26 e 27 foram excluidas das analises estatisticas por problemas durante o procedimento metodolégico.
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CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo para Uso de Animais em
Experimentagdo n° 013/2012, sobre o projeto intitulado “Efeito do
consumo do oleo de salmdo na expressao génica de PPARa e no
metabolismo lipidico de ratos”, sob a responsabilidade do Professor
Doutor Helio Vannucchi esti de acordo com os Principios Eticos na
Experimentagdio  Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (COBEA) e foi APROVADO em reunido de 26
de margo de 2012.

(We certify that the protocol n® 013/2012, about “Effect of salmon oil consumption in gene expression
(PPARa) and lipid metabolism of rats”, agrees with the ETHICAL PRINCIPLES IN ANIMAL
RESEARCH adopted by Brazilian College of Animal Experimentation (COBEA) and was approved by
the College of Medicine of Ribeirdo Preto of the University of Sao Paulo — Ethical Commission of Ethics
in Animal Research (CETEA) in 03/26/2012.

Ribeirdo Preto, 27 de fevereiro de 2012.

/(//f OAtle
Prof. Dr. Mdrcio Dantas

Presidente da Comissdo de Etica em
Experimentagdo Animal
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APENDICES

APENCICE A— NOTA DE IMPRENSA
Estudo comprova beneficios do éleo de salmao para a saude

Estudo indica que a gordura total hepatica em ratos, aumentada pela
dieta rica em frutose (agucar da fruta), pode ser reduzida por meio do
consumo de 6leo de salmdo. Assim, se conclui que o dleo apresenta
beneficios, principalmente na reducdo da gordura total presente no
figado, o que pode contribuir para a melhora da salde cardiovascular.

A Dissertagdo de Mestrado de Stella Lemke, com orientacdo de Vera
Lucia Cardoso Garcia Tramonte, para o Programa de Pos-graduacdo em
Nutricdo da UFSC estudou o efeito do consumo de 6leo de salmdo na
expressdo do gene peroxissoma alfa (PPARa) e a concentragdo de
triglicerideos séricos e hepéticos em ratos. Em relagdo a concentracéo de
triglicerideos hepéticos e perfil lipidico sérico, ndo houve diferenca
significativa, exceto para a fragcdo HDL-c, que apresentou reducdo nos
animais que consumiram a dieta rica em frutose. Ndo foi observada
diferenca na expressdo do gene PPARa entre os grupos.

O receptor ativado por proliferadores de peroxissoma alfa (PPARa) é
um dos principais fatores envolvidos com a regulacdo do metabolismo
lipidico e parece ter sua expressdo aumentada pela presenca de acidos
graxos polinsaturados 6mega 3. O 6leo de salméo, uma das principais
fontes do nutriente, vem sendo utilizado na pratica clinica sob alegacéo
de promover uma melhora da salde cardiovascular por meio da redugédo
dos niveis plasméticos de triglicerideos.

O estudo foi desenvolvido pelo Nucleo de Estudo e Pesquisa em
Nutricdo Experimental em parceria com o Laboratério de Estudos
Moleculares em Nutrigdo e Metabolismo da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto/USP.



