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RESUMO

Introducao: A prevaléncia da obesidade tem atingido niveis alarmantes,
contribuindo para o desenvolvimento de diversas comorbidades, entre elas a que
mais se destaca é o diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Dentre as principais
complicagdes associadas ao DM2 encontra-se a retinopatia que, atualmente, é
considerada uma das principais causas de cegueira em individuos adultos. O
processo inflamatério crénico e de baixo grau presente na obesidade, favorece
o descontrole glicémico que, a longo prazo, contribui para o desencadeamento
da retinopatia. Em linhas gerais, os acidos graxos 6mega-3 sdo amplamente
investigados na literatura devido ao seu potencial anti-inflamatério. O mecanismo
de acdo do 6mega-3 ocorre por meio de seus receptores especificos,
GPR120/GPR40, que sdo capazes de desarticular a cascata inflamatéria,
levando a diminui¢ao da inflamacao em tecidos periféricos e no sistema nervoso
central. Contudo, a presenca e a acao desses receptores no tecido retiniano
ainda é pouco descrita e investigada.

Objetivo: Avaliar a presenca e o0 papel dos receptores para acidos graxos
6mega-3 no controle do processo inflamatério da retina de animais obesos e

resistentes a insulina.

Metodologia: Camundongos Swiss machos, com 4 semanas de idade foram
distribuidos em 2 grupos: controle (CT) e obeso (HF). O grupo controle foi
mantido em racao comercial € o obeso exposto a dieta rica em gordura saturada
por 9 semanas. Apds esse periodo foi realizado teste de tolerancia a insulina
(TTIl) para analisar a homeostase glicémica. Posteriormente, os animais
expostos a dieta rica em gordura foram distribuidos randomicamente nos grupos:
dieta rica em gordura (HF) e dieta rica em gordura substituida em 10% de
gordura por éleo de semente de linhaca, fonte de émega-3 (HF+w3), por nove
semanas. Ao final do periodo experimental, os testes de tolerancia a insulina e
a glicose foram realizados (TTl e TTG, respectivamente) e a retina foi extraida
para andlises da expressao génica e do conteudo proteico dos receptores para
w3 (GPR120 e GPRA40), de citocinas inflamatdrias (TNF-a, IL-10 e IL-18), TAK1



e do marcador de retinopatia diabética (VEGF). Para anélise fisiol6gica da funcao

visual, foi utilizado o teste de eletrorretinografia.

Resultados: Os animais expostos a dieta rica em gordura saturada (HF)
apresentaram aumento da massa corporal, resisténcia a insulina e intolerancia
a glicose quando comparados ao grupo CT. Por outro lado, o grupo HF+w3
apresentou redugcdo na glicemia de jejum e maior tolerancia a glicose em
comparagdo com o grupo HF. Em relagdo aos dados moleculares, mostramos
que a retina dos animais era capaz de expressar 0S genes para 0s receptores
GPR120 e GPR40, além disso, os animais expostos ao éleo de semente de
linhaga apresentaram maior conteudo proteico de GPR120 em relagédo ao grupo
HF. Em relag&o as citocinas pré-inflamatdrias, o grupo HF apresentou aumento
na expressao génica de TNF-a e IL-13, quando comparado ao CT. E o grupo
HF+w3, reducdo na expressdo génica das citocinas quando comparados ao
grupo HF. A respeito do conteudo proteico, os animais do grupo HF
apresentaram aumento no conteudo proteico de IL-183, p-TAK1 e VEGF quando
comparado ao grupo CT. Além disso, o grupo HF+w3 apresentou reducdo no
conteudo proteico de TNF-a, IL-13, p-TAK e VEGF em relagédo ao grupo HF. No
que se refere ao receptor GPR40 e a citocina IL-10, as diferente dietas
experimentais ndo foram capazes de modular seu conteudo proteico. Em relagéo
ao teste funcional retiniano, animais do grupo HF apresentaram menor potencial
oscilatério quando comparado ao grupo CT. Entretanto, a dieta rica em 6leo de
semente de linhaga foi capaz de proteger contra o desenvolvimento da
retinopatia.

Conclusao: A dieta high-fat foi capaz de induzir inflamacao e danos na retina
neural em camundongos Swiss. Por outro lado, a substituicdo em 10% por 6leo
de semente de linhacga foi capaz de reduzir a intolerancia a glicose, expressao
génica e conteudo proteico de marcadores inflamatérios e do fator de
crescimento (VEGF). Sendo assim, nossos achados indicam que a dieta
contendo 6leo de semente de linhaca pode retardar o desenvolvimento de
retinopatia diabética em camundongos obesos alimentados com dieta high-fat.

Palavras-chave: Omega-3; Retinopatia Diabética; GPR120; GPR40;

Resisténcia a insulina; Nutrigendmica.



ABSTRACT

Introduction: The prevalence of obesity has reached alarming levels,
contributing to the development of several comorbidities specially type 2 diabetes
(T2D). Among the main complications associated with DM2 lies retinopathy,
which is currently considered one of the main causes of blindness in adults. The
chronic and low-grade inflammatory process present in obesity favors the loss of
glycemic control that, in the long term, contributes to the onset of retinopathy. In
general, omega-3 fatty acids are widely investigated in the literature because of
their anti-inflammatory potential. The mechanism of action of omega-3 fatty acids
occurs through their specific receptors, GPR120 / GPR40, which are able to
disarticulate the inflammatory cascade leading to decreased inflammation in
peripheral tissues and the central nervous system. However, the presence and
action of these receptors on retinal tissue is still poorly described and

investigated.

Objective: Evaluate the presence and role of the omega-3 fatty acids receptors
in the control of the retinal inflammatory process of obese and insulin resistant

animals.

Methods: Four-week-old male Swiss were randomly distributed into two groups:
control (CT) and obese (HF). The control group was maintained in standard chow
diet and the obese group was exposed to a high fat diet for 9 weeks. After this
period, an insulin tolerance test (ITT) was performed to analyze glucose
homeostasis. After this, animals fed a high-fat diet were randomly distributed into
two groups: maintained for another 9 weeks on HF diet (HF) or fed a diet
substituted in 10% of lard to flaxseed oil, a source of omega-3 (HF+w3) for eight
weeks. At the end of the experimental period, animals were submitted to an
insulin and glucose tolerance tests (ITT, and GTT, respectively) and the retinas
were extracted to analyze gene and protein expression of omega-3 fatty acids
receptors (GPR120/GPR40), inflammatory cytokines (TNF-a, IL-10 e IL-1B),
TAK1 and the classical markers of diabetic retinopathy (VEGF). For the
physiological analysis of visual function, we used a full flash electroretinography
test.



Results: The animals exposed to the high-fat diet (HF) presented an increase in
body mass, insulin resistance and glucose intolerance when compared to the CT
group. On the other hand, the HF+w3 group showed a reduction in fasting
glucose and an improve in glucose tolerance compared to the HF group. In
relation to the molecular data, we showed that animals retina were able of
expressing the genes for GPR120 and GPR40 receptors and the animals
exposed to the flaxseed oil showed an increase in GPR120 protein content
compared to HF group. In relation to the proinflammatory cytokines, the HF group
showed an increase in the gene expression of TNF-a and IL-18 when compared
to CT. The HF+w3 group showed a reduction in the cytokine gene expression
when compared to the HF group. Regarding the protein content, the animals of
the HF group showed an increase in the protein content of IL-183, p-TAK1 and
VEGF when compared to the CT group. In addition, the HF+w3 group showed a
reduction in the protein content of TNF-q, IL-1B, p-TAK and VEGF in relation to
the HF group. In relation to GPR40 receptor and IL-10 cytokine, the different
experimental diets were not able to modulate their protein content. Regarding the
retinal functional test, the animals of the HF group showed a decrease in the
lower oscillatory potential when compared to the CT group. However, the diet rich
in flax seed oil was able to protect against the development of retinopathy.

Conclusion: The high-fat diet was able to induce inflammation and damage in
the neural retina of Swiss mice. On the other hand, the substitution of 10% of lard
to flaxseed oil was able to reduce glucose intolerance, gene expression and
protein content of inflammatory markers and growth factors (VEGF). Thus, our
findings indicate that the diet containing flaxseed oil can slow the development of
diabetic retinopathy in obese mice fed a high-fat diet.

Keywords: Omega-3; Diabetic Retinopathy; GPR120; GPR40; Insulin
Resistance; Nutrigenomics.
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1. Introducao
1.1 Epidemiologia

A prevaléncia do diabetes mellitus (DM) tém crescido a niveis alarmantes.
O levantamento realizado pela International Diabetes Federation (IDF) no ano de
2015, mostrou que 415 milhdes de individuos ao redor do planeta eram
portadores da doenca, sendo o Brasil o quarto pais no ranking mundial com
aproximadamente 14,3 milhdes de diabéticos. Estima-se que nos proximos 25
anos, 642 milhdes de pessoas, entre 20 e 79 anos, serdo portadoras de DM'. A
doenca é caracterizada pela incapacidade de captacao de glicose pelas células
dependentes de insulina. Isso pode ocorrer por deficiéncia na producao de
insulina pelas células B-pancreaticas, caracterizando o diabetes tipo 1 (DM1) ou
pela resisténcia a agdo ao horménio insulina, caracterizando o diabetes tipo 2
(DM2)2. A incidéncia do DM1 abrange aproximadamente 10% dos casos de

diabetes, enquanto o DM2 acomete os outros 90%?3.

Diversos fatores contribuem para o desenvolvimento do DM2, dentre eles
destacam-se a predisposicao genética, fatores psicossociais, sedentarismo,
maior consumo de energia oriundas de gorduras predominantemente saturadas,
sobrepeso e, principalmente, a obesidade*®. A obesidade, por sua vez, é
definida pelo acumulo excessivo de tecido adiposo e é comumente
diagnosticada pela relacao entre o peso e altura do individuo, caracterizada pelo
indice de Massa Corporal (IMC), no qual valores a partir de 30 kg/m? apontam
obesidade®. Segundo o relatério de 2012 da Organizagdo Mundial da Saude
(OMS), a prevaléncia da obesidade quase dobrou entre os anos de 1980 e 2008,
com projecOes de aproximadamente 700 milhdes de individuos considerados

obesos para 2025%. Além de estar fortemente relacionada com o
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desenvolvimento do DM2, a obesidade também contribui para o
desenvolvimento de outras doengcas como doencgas cardiovasculares, alguns

tipos de cancer, doencas neurodegenerativas entre outras’-°.

Em relacdo ao DM, sabe-se que ser portador da doenga aumenta o risco
de morte prematura e, atualmente, o diabetes estad classificado entre as dez
maiores causas de morte no mundo. Em 2015, o diabetes e complica¢des
associadas foram responsaveis por aproximadamente 5 milhdes de mortes,
ultrapassando o numero de Obitos causados pela sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS) e tuberculose'. Pacientes diabéticos apresentam maiores
chances de desenvolver complicagdes como acidente vascular cerebral (AVC),
infarto agudo do miocéardio, doengas coronarianas e cancer. Além disso,
complicagdes tardias associadas ao DM como neuropatia, nefropatia e
retinopatia apresentam grande impacto na qualidade de vida de pacientes
diabéticos além e contribuir de maneira significativa para o aumento dos custos

destinados para o tratamento dos portadores da doenca'®.
1.2 Fisiopatologia do DM2

Dentre o conjunto de doencas associadas a obesidade ou mesmo aos
desfechos associados ao DM2, parece haver um fator em comum para o
desenvolvimento dessas condicdes, a inflamacao crénica e de baixo grau. Até o
fim da década de 2000 acreditava-se que proteinas de cunho inflamatério
surgiam com o aumento da massa adiposa'’, e que seriam as responsaveis pelo
desenvolvimento da doenca. Contudo, diversas evidéncias posteriores
apontaram para o surgimento de um processo inflamatério de baixo grau,
mediante exposicdo de poucos dias'? e, até mesmo horas'3, a dietas ricas em

gorduras saturadas, como € o caso da dieta ocidental ou presente nos paises
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industrializados. Atualmente, compreende-se que o consumo de gorduras
saturadas seja o fator iniciador do processo inflamatério e o excesso de massa
adiposa contribui para a perpetuacao dessa inflamacéao, caracterizando o carater
cronico da doencga'4.

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), secretado tanto pelo tecido
adiposo hipertrofiado quanto pela ativacdo de suas vias especificas de
transducéo celular de sinais esta intimamente associado ao desenvolvimento
das comorbidades anteriormente mencionadas. Ele possui papel fundamental no
mecanismo de resisténcia a insulina, pois sua cascata de sinalizacdo culmina na
ativacdo da proteina transformador beta ativado por kinase-1 (TAK1), que
provoca a ativagao de proteinas serinas quinases, como o inibidor da kinase
kappa (IKK) e o C-Jun N-terminal quinase (JNK). Essas proteinas sdo capazes
de inibir a transducdo da sinalizagao de insulina, por fosforilar em serina no
residuo 307 o substrato de receptor de insulina 1 (IRS-1). Com isso, ocorre o
impedimento da interacéo do IRS-1 com a subunidade 3 do receptor de insulina,
interrompendo a propagacgdo da via'®>'8. Essas alteragcdes causam prejuizo na
transducéo do sinal da insulina, prejudicando diversas acbes deste horménio,
inclusive a captacao de glicose. Concomitantemente, no intuito de compensar o
estado hiperglicémico, as células B pancreaticas aumentam a producgédo de
insulina para reestabelecer a homeostase glicémica. Com isso as células B se
tornam hipertrofiadas, disparando sinais pré-inflamatérios que, por vezes,
culminam com a ativacdo de vias pré-apoptoéticas, agravando ainda mais o
quadro de DM2'8,

Nesse contexto, o sistema imune inato desempenha um papel importante

na patogénese do DM2 e de doencgas neurodegenerativas'®. Entre as familias
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de receptores responsaveis pela resposta imunolégica, se destacam os
Receptores do tipo Toll (TLRs), que sao proteinas transmembrana com funcao
de reconhecer patdgenos e propagar o sinal inflamatério por meio da producao
de citocinas®®. Esses receptores do tipo Toll reconhecem nido s6 o
lipopolissacarideo (LPS) presente na membrana de bactérias gram negativas
como também acidos graxos saturados oriundos da dieta, o que torna possivel
a ativagéo da resposta inflamatéria mesmo na auséncia de patégenos?'.

Os dominios citoplasmaticos do TLR-4 sao reconhecidos pela proteina de
resposta primaria a diferenciacao mieloide 88 (MyD88), que ao se associar ao
TLR, desencadeia uma cascata de sinalizacdo que culmina na fosforilacéo e
degradacao do inibidor do fator de transcricao nuclear kappa B alpha (IkBa) ,
permitindo que o fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-kB), agora ativado,
migre ao nucleo e estimule a producdo de diversos mediadores pré-
inflamatérios, como TNF-a, IL-6, IL-1B3, 6xido nitrico sintase induzivel (INOS) e
ciclooxigenase-2 (COX-2)%2-24,

A ativagao do sistema imune inato também pode interferir diretamente na
sinalizacdo da insulina por meio da ativacao direta da proteina JNK e fosforilacao
dos substratos do receptor de insulina em serina 307182025,

1.3 Retinopatia diabética

Entre as principais complicagfes tardias associadas ao diabetes, a
retinopatia se destaca e tem sido alvo de diversas pesquisas, pois a progressao
natural da doenca culmina, por vezes, em cegueira diabética®6?’. A retinopatia
diabética (RD) acomete mais de 77% dos portadores de DM, além de ser uma
das principais causas de cegueira em individuos em idade produtiva, sendo

responsavel por 4,8% das 37 milhdes de perdas de visdo ao redor do mundo?.
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A RD ¢ definida através de alterag6es microvasculares retiniana e hiperglicemia
cronica associada a inflamagéo subclinica que esta fortemente correlacionada
com a fisiopatologia da doenca. A RD tem sua fase inicial denominada como
retinopatia diabética ndo proliferativa (RDNP), podendo evoluir para um estagio

mais avancgado intitulado retinopatia diabética proliferativa (RDP)?°.

A RDNP é caracterizada pela alteracdo na vasculatura retiniana,
pacientes diabéticos apresentam um aumento no calibre das arteriolas da retina.
A dilatacdo atua como precursor de disfungdo microvascular, indicando
deficiéncia na autorregulacao arteriolar. Essa dilatacao leva ao aumento da
pressdo do capilar podendo gerar microaneurismas, extravasamento de
exsudatos e hemorragia. O surgimento de neovascularizagéo distingue a fase
néo-proliferativa da fase proliferativa. Com o surgimento de novos vasos, pode
haver hemorragia vitrea ou descolamento da retina, levando o individuo a perda
total da visdo®®-3'. Para que seja possivel a total compreensédo do curso da
doencga, € necessario ter um panorama geral do funcionamento do tecido, como

descrito a seqguir.
1.4 Retina

A retina é uma estrutura ocular composta por neurbnios que sao
responsaveis por detectar luz e cor e converter aimagem em estimulos nervosos
gue serao enviados, através do nervo Optico, ao cortex visual que é responsavel
pelo processamento das informagdes e organizagao espacial do cenario visual.
A retina contém um conjunto de camadas que compde a retina neural e o epitélio

pigmentado retiniano® (Figura 1).
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A luz atravessa as diversas camadas retinianas, até atingir a camada de
cones e bastonetes, onde se inicia o processo de transdugdo de sinal®.
Subsequente a camada de fotorreceptores, esta localizado o epitélio pigmentado
retiniano (retinal pigment epithelium — RPE), constituido por uma Unica camada
celular que contem inumeros melanossomos. O pigmento negro da RPE impede
a reflexdo da luz por todo o globo ocular, além disso o RPE também é

responsavel pela difusdo de nutrientes a neuroretina34.

Os cones e Dbastonetes possuem fotopsinas e rodopsina,
respectivamente, que sédo substancias quimicas fotossensiveis e ao serem
expostas a luz sdo decompostas. Esse processo ira possibilitar a transmissao do
sinal através de conducgédo elétrica as células bipolares e horizontais, presentes
na camada plexiforme externa. As células horizontais, por sua vez, sdo capazes
de transmitir sinais horizontalmente de cones e bastonetes as células bipolares.
Ao serem excitadas, as células bipolares, fazem sinapse com células amacrinas
e ganglionares. Essas, sdo capazes de transmitir sinais eferentes da retina

através do nervo optico até o cortex visual®?3°,

Células da glia também estado presentes no tecido retiniano. Células de
Muller s&o as principais células macrogliais da retina, elas se estendem por toda
a neuroretina e sao responsaveis pelo transporte de nutrientes, dgua e residuos
entre os vasos retinianos e os neurdnios, sendo extremamente importantes na

regulacao da homeostase do tecido, atuando diretamente na rigidez da barreira
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retiniana®®. Células do sistema imunoldgico da retina, sdo denominadas

micrdglias e sua fungao primordial é a fagocitose de debris celulares®’.

Esclera

Epitélio Pigmentado

Cones
Cornea

Bastonetes

Célula de Miiller
Células Horizontais
Células Bipolares

Retina Células Amacrimas

Células Ganglionares

Figura 1 - Estrutura retiniana.

1.5 Fisiopatologia da RD

Diversas alteragdes moleculares estdo diretamente relacionadas com o
surgimento da RD, dentre elas destacam-se o aumento da inflamagdo, o
acumulo de produtos de glicagdo avancada (AGEs), estresse oxidativo e

aumento da secrecéo do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)?.

A formacdo e o acumulo de AGEs ocorre de maneira acelerada no
diabetes devido aos elevados niveis de glicose plasmatica. Eles sdo formados
através de uma ligacdo ndo enzimatica de acucares reduzidos ao grupo amino
terminal de proteinas, no seu estado pds-transcricional®® e sdo capazes de se
ligar aos seus receptores especificos, os receptores para produtos de glicacao
avancada (RAGE). Os RAGE sao receptores transmembrana da superfamilia

das imunoglobulinas e sdo expressos em diversos tipos celulares retinianos,
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porém seu maior conteudo proteico € localizado nas células gliais de Mdller.
ApGs sua ativagao, o receptor dispara uma cascata de sinalizacdo que culmina
no aumento de producgéo de espécies reativas de oxigénio, moléculas de adeséo,

fatores de crescimento e citocinas inflamatériass®.

Processos inflamatérios estdo fortemente relacionados com alteracdes
moleculares e estruturais envolvidas na génese da RD. A cascata de sinalizacao
coordenada pelos receptores TLRs resulta na migracao do fator de transcrigao
NF-xB ao nucleo, que é responsavel pela expressdo de diversas proteinas
envolvidas nos estagios iniciais da retinopatia como, TNF-a, IL-1B, iINOS e
moléculas de adesdo. As citocinas inflamatérias sédo capazes de, ao se ligarem
aos seus receptores especificos, aumentar a transcricdo de genes pro-
inflamatérios e pré-apoptoticos resultando em maior permeabilidade vascular,
apoptose e neurodegeneragao*®4!. O aumento de iINOS, por sua vez, é capaz
de induzir alteragdes estruturais ou funcionais nos capilares retinianos, como

degeneracao capilar e perda de pericitos*2.

As moléculas de adesao (intercellular adhesion molecule - ICAM-1;
vascular cell adhesion molecule - VCAM-1), sdo importantes biomarcadores da
RD. Ao serem expressas sao capazes de perpetuar o ciclo inflamatério através
do recrutamento de leucécitos'®4344. O VEGF, por sua vez, induz angiogénese,
gue é a caracteristica primaria da retinopatia diabética proliferativa. O VEGF
pode ser produzido por células presentes em diversas camadas da retina como
o epitélio pigmentado, células endoteliais, células gliais e ganglionares*.
Fechando o circulo vicioso, o VEGF também é descrito por aumentar o processo
inflamatério intraocular, por meio do aumento da vaso-permeabilidade (Figura

246,
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1.6 Terapia na RD

A terapéutica tradicional, prevé utilizacdo de corticosteroides de uso
tépico ou cirurgias a laser. A corticoterapia parece auxiliar no retardo na
progressdo da doenca retiniana in vitro®®, contudo, ndo parece ser capaz de
bloquear outras vias inflamatorias também presentes na doenga. Animais
knockout para a proteina MyD88 também apresentam retardo na progressao de
retinopatia’®. Desta forma, vias n&o-canOnicas presentes na inflamagéo
poderiam também ser avaliadas como possiveis alvos para controle da
progressdo ou retardo da doenca. Ainda, farmacos como o aflibercept e
ranibizumab, inibidores especificos do VEGF, previnem a degeneragéao macular
e oclusao de veias na retina, demonstrando beneficios aos portadores da
doenca, contudo, com alto custo financeiro e a longo prazo pacientes se tornam

resistentes a esse tipo de tratamento?’.
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Intracelular

-ADI RA

Figura 2 - Aspectos moleculares da RD. A sinalizagéo coordenada pelos receptores TLR-4, RAGE, IL-
1R e TNFR culminam na ativagéo e migragcao dos fatores de transcricdo AP-1 e NF-xB ao nucleo celular,
onde sao capazes de controlar a expressao de um conjunto de proteinas responsaveis por perpetuar o ciclo

inflamatdrio, levar ao aumento do estresse oxidativo e apoptose nos diversos tipos celulares retinianos.
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1.7 Acidos graxos 6mega-3 (w3)

Acidos graxos w3 sdo largamente reconhecidos na literatura e na clinica
como agentes antitrombdticos e anti-inflamatérios ha mais de 30 anos*®49,
Inicialmente foram apontados como inibidores da cascata inflamatéria que
derivava de prostaglandinas. Ao longo dos anos, pesquisas mostraram que o
O6mega-3 era capaz de interferir em pontos da cascata inflamatéria anteriores as
prostaglandinas®®. Por volta de 1990, foi apontado que tais acidos eram capazes
de inibir a expressao de proteinas como o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a),
mas sem mecanismos descritos®'-%. Apenas em 2004 foi apontada
potencialidade na inibicdo de proteinas como o IkB-a e também do IKK,
importantes proteinas da cascata inflamatoéria® .

No entanto, em 2010 descobriu-se um receptor capaz de reconhecer tal 4cido
graxo, responsavel por interferir na sinalizagdo intracelular bloqueando a
inflamagcédo. Os receptores acoplados a proteina-G (GPCRs) tém sido
amplamente estudados tendo em vista, principalmente, seu potencial
farmacoldgico. Suas isoformas GPR40 e GPR120, tem mostrado poderosa acao
anti-inflamatéria em diversos tecidos através de seus principais ligantes néo-
farmacoldgicos, acidos graxos poli-insaturados, 6mega-3 e 6mega-94%55%  que
ao se acoplarem ao receptor causam alteracao conformacional no seu dominio
intracelular, atraindo a proteina adaptadora B-arrestina-2, formando o complexo
GPR/B-arrestina.

Posteriormente, o complexo € internalizado e atrai para si as proteinas
TAB1/2, comum as vias pré-inflamatorias do TNF-a e TLR-4. Com isso, ocorre a
desarticulagdo dessas vias e a melhora da sensibilidade a insulina em diversos
tecidos periféricos*®:57-6" (Figura 3). A partir disso, outros acidos graxos também

foram descritos com potenciais anti-inflamatérios*?
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Ja ha bastante tempo o &mega-3 € considerado um dos principais
constituintes da retina, e sua deficiéncia na alimentagéo tem sido apontada como
importante fator na reducéo da acuidade visual ou mesmo na perda da visdo%2-62.
Por outro lado, a reintroducao destes acidos graxos na dieta pode, por vezes,
reverter o processo de perda da visao ou, a0 menos em parte, contribuir para
estagnacgao no avanco da doenga®.

Apesar das evidéncias sobre os beneficios desses acidos graxos sobre a
funcéo retiniana serem claras, ainda nao ha mecanismo descrito para explicar

tais fendmenos.

Desse modo, nosso grupo de pesquisa acredita que os beneficios exercidos
pelos acidos graxos 6mega-3 estdo fortemente relacionados com a redug¢ao do
ténus inflamatério, e provavelmente com a redugédo na sintese de fatores de
crescimento, como o VEGF. Caso os receptores GPR120 e GPR40 sejam os
reais mediadores desses efeitos, abre-se entdo uma avenida exploratoria
importante na terapéutica contra a retinopatia diabética, uma vez que diversos
agonistas sintéticos e mais potentes tém sido produzidos. No entanto, apesar do
estudo poder mostrar viabilidade de terapéutica medicamentosa, os acidos
graxos émega-3 culminam por fortalecerem os instrumentos nutricionais na luta

contra a progressao da retinopatia diabética.



Figura 3 - Acidos graxos 6mega-3 e a desarticulagio da sinalizagdo inflamatéria. Os 4cidos graxos

da familia do w3 ao se ligarem aos seus receptores especificos, GPR120 e GPR40, atraem para si a
proteina B-arrestina2 que, posteriormente, recruta para o complexo GPR/B--arrestina2 a proteina TAB1/2,
desarticulando a cascata inflamatéria e impedindo a ativagao e migracéao dos fatores de transcricdo NF-xB

e AP-1 ao nlcleo celular.
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2. Justificativa

Sendo a retinopatia diabética a maior responsavel pela perda de visao em

individuos adultos e uma das complicagdes mais comuns do diabetes, torna-se

necessario a melhor compreenséao da doenga e seus mecanismos, bem como

avaliacdo da acao dos acidos graxos insaturados como importantes agentes

terapéuticos na prevengao ou retardo na progressao da retinopatia diabética.

3. Objetivo Geral

Avaliar o efeito anti-inflamatério do éleo de semente de linhaga, rico em

6mega-3, e investigar o papel dos receptores GPR120 e GPR40 na retina de

camundongos obesos e resistentes a insulina.

3.1. Objetivos Especificos

a.

Avaliar o processo inflamatério retiniano induzido pelo consumo crénico
de dieta rica em gordura saturada em animais obesos e resistentes a
insulina mediado pelas proteinas IL-6, TNF-a, IL-1p e IL-10.

Avaliar a expressao de fatores de crescimento (VEGF) na retina de
animais obesos e resistentes a insulina.

Avaliar o potencial anti-inflamatério do éleo de semente de linhaga, rico

em o3, em animais obesos e resistentes a insulina.

. Mensurar a expressdo dos receptores GPR120 e GPR40 apds

exposi¢do a dieta rica em gordura saturada e a dieta substituida em
10% de gordura animal por éleo de semente de linhaga.

Mapear a distribuicio do GPR120/GPR40 atravées de
imunofluorescéncia.

Avaliar a funcao visual dos animais através de eletrorretinografia.
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4. Materiais e Métodos
4.1. Modelo animal
Camundongos Swiss (n=180), foram adquiridos do Centro de Bioterismo
da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB), com 4 semanas de idade.
Todos os animais foram mantidos individualmente em gaiolas de polietileno, com
12h no ciclo claro e 12h no ciclo escuro. O consumo alimentar foi avaliado a cada
trés dias e 0 peso corporal a cada sete dias. Todos os experimentos foram
realizados com aprovacao pelo comité de ética da UNICAMP, registrado com o
n®4197-1. O numero de animais utilizados nos diferentes grupos experimentais
foi definido de acordo com cada técnica experimental, e encontra-se
discriminado no rodapé de cada resultado obtido.
4.2. Delineamento experimental
Os animais foram, inicialmente, separados em 2 grupos alimentados com:
1 — (CT) dieta padrao, racao comercial para roedores (Nuvilab®); 2 — (HF) dieta
rica em gordura, por 9 semanas. ApOs esse periodo, 0os animais mantidos em
dieta HF, foram randomizados nos grupos HF - dieta rica em gordura e, HF+®»3
- dieta substituida em 10% da gordura animal por 6leo de linhaca (fonte de
6mega-3), de acordo com a Tabela 1. Os animais foram mantidos nas seguintes

dieta por mais 9 semanas. Posteriormente o teste de tolerancia a insulina e a
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glicose foram realizados. Ao final do periodo experimental os animais foram

sacrificados e as retinas extraidas (Figura 4).

Dieta Padrao

Dieta Hiperlipidica j‘ratamento fxtra(;,éo da retina
I 9 semanas I 9 semanas I 4 dias I
Camundongos Swiss CT TTI wB
4 semanas HF TTG IP
HF + 03 ERG RI-PCR .
Imunofluorescéncia

Figura 4 - Desenho experimental

4.3. Time course para determinar a ativacao de GPR120 na retina

Camundongos Swiss machos, com 4 semanas de idade, foram

submetidos a gavagem contendo 500 pL de éleo de linhaca, para verificacao do

melhor tempo de ativagdo de GPR120 na retina. A extracao tecidual foi realizada

em diferentes tempos apds a realizacdo do procedimento: tempo Oh

(imediatamente apds a gavagem), 2 horas, 3 horas, 3 horas e 30 min e 4 horas

apdés a gavagem. Posteriormente foi realizada a quantificacdo proteica e

imunoprecipitagdo com anticorpo B-arrestina, a fim de verificar sua interacdo com

o receptor GPR120.
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Tabela 1. — Dietas experimentais baseada no proposto pela AIN.

Ingredientes HF HF+®3
Amido de Milho Q.S.P. 115,500 115,500
Caseina 200,000 200,000
Amido de Milho Dextrinizado 132,000 132,000
Acucar 100,000 100,000
Celulose Microfina 50,000 50,000
Oleo de Soja* 40,000 40,000
Oleo de Semente de Linhaga - 104,000
Gordura Suina 312,000 208,000
Mix de Vitaminas 10,000 10,000
Mix de Minerais 35,000 35,000
L-cistina 3,000 3,000
Bitartarato de Colina 2,500 2,500
Total 1000 1000

Tabela 1: AIN — American Institute of Nutrition, 1993 (Reeves, 1993)%. HF- Dieta Hiperlipidica. ®3 — omega
3. Q.S.P. — Quantidade Suficiente Para. *40 mL de 6leo de soja representa a quantidade obrigatéria em
todas as dietas para fornecimento dos acidos graxos essenciais ao desenvolvimento normal dos animais

experimentais.

4.4. Teste intraperitoneal de tolerancia a insulina (TTI)

Apbs 8 horas de jejum os animais foram submetidos ao TTI. Os animais
receberam a solucéo de insulina (1,5 U/Kg de peso corporal) e foram colhidas
amostras de sangue nos tempos 0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos a partir da veia
caudal para determinagéo de glicose utilizando o glicosimetro Accu-chek active
(Roche). Para avaliar a intensidade de decaimento glicémico, os dados foram
analisados de acordo com a area sob a curva do grafico. Para analisar a
constante (k) de decaimento glicémico dos grupos, os dados foram

transformados em logaritimos naturais, e o valor de slope obtido da média dos
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grupos representa o k. O programa estatistico utilizado para avaliacao do teste

foi o GraphPad InStat, v. 3.05.

4.5. Teste intraperitoneal de tolerancia a glicose (TTG)

Apbs 8 horas de jejum os animais foram submetidos ao TTG, onde foi
administrada uma solucdo de 20% de glicose (2 g/Kg de peso) e colhidas
amostras de sangue nos tempos 0, 30, 60, 90 e 120 minutos a partir da veia
caudal para determinacao de glicose com auxilio de um glicosimetro Accu-chek
active (Roche). Para avaliar a intensidade de decaimento glicémico, os dados

foram analisados de acordo com a area sob a curva do grafico.
4.6. Avaliacao funcional da retina por eletrorretinografia (ERG)

A eletrorretinografia (ERG) foi realizada utilizando o Sistema UTAS-E3000
(UTAS-E3000, LKG Technologies Inc., Gaithersburg, MD) conforme descrito
anteriormente por Duarte e colaboradores®®. Foi captado o registro da variagdo
do potencial de acao produzido entre a cornea e a retina quando foram
estimuladas por diferentes intensidades de luz. Os camundongos foram
adaptados ao escuro overnight e posteriormente as pupilas dilatadas com
Tropicamida (Alcon Sao Paulo, BR). Em seguida, foram anestesiados como
Cloridrato de Xilazina (Lab. Kénig, S.A., 75mg/kg) conjugada a Cloridrato de
Cetamina (Fort Dodge, lowa, USA, 7,5mg/kg) administrado por via intraperitonial.
Sobre efeito do anestésico, os animais foram submetidos a diferentes
intensidades luminosas (-3,60, -2,60, -1,60, -0,60, 0,40, 1,40, 2,40 log cd s/m?).
A avaliagao foi realizada por analise dos tragados graficos que caracterizaram

as ondas de deflexao.
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4.7. Extracao Tecidual e Quantificacao Proteica

Com o animal anestesiado, os dois globos oculares foram removidos por
completo. Com o auxilio de uma lupa (Leica Wild®, modelo m690), e bisturi

oftalmico, foi feita uma incisédo, onde a iris e as estruturas internas oculares como
o vitreo e cristalino foram retirados. Posteriormente a retina foi removida com o
auxilio de uma pinca. O tecido foi homogeneizado em tampéao de
imunoprecipitacao, contendo 1% de Triton X 100, 100 mM de Tris (pH 7,4), 100
mM de pirofosfato de sodio, 100 mM de fluoreto de s6dio, 10mM de EDTA, 10
mM de ortovanadato de sédio, 2 mM de PMSF e 0,1 mg/mL de aprotinina, a 4
°C com o auxilio de um sonicador. Apds a homogeneizagao, as amostras foram
centrifugadas a 11000 rpm por 40 minutos para retirada do sobrenadante. No
sobrenadante foi determinada a concentragao de proteina através do método de
Bradford ¢7 e, posteriormente, foi realizada a determinagdo do extrato total e do

ensaio de immunoblotting.

4.8. Imunoprecipitacao

Apbs determinacdo da concentracdo das proteinas, foi realizada a
imunoprecipitagdo com anticorpo especifico para 3-Arrestina-2. Apds incubacao,
os imunocomplexos foram recuperados com Proteina A Sepharose, durante 2
horas, a 4 °C e decantados por centrifugacao (11000 rpm) durante 15 min,
também a 4 °C. O precipitado foi lavado 3 vezes, em intervalos de 5 min, com
tampao de lavagem (2 mM ortovanadato de sédio; 100 mM Tris-HCI; 1mM RDTA;
0,5% Triton X-100). O sobrenadante foi descartado, restando apenas as

proteinas imunoprecipitadas (imunocomplexos).



37

4.9. Immunoblotting

Os extratos protéicos ou os imunocomplexos foram ressuspensos em
tampao de Laemmli, contendo 1M de DTT. Apdés rapida fervura, foram aplicados
em gel de poliacrilamida para separacao por eletroforese (SDS-PAGE). As
proteinas separadas em gel de acrilamida (SDS-PAGE) foram transferidas para
membrana de nitrocelulose em aparelho de transferéncia da BIO-RAD. A ligacao
de anticorpo com proteinas nao-especificas foi minimizada pela incubacao
prévia da membrana de nitrocelulose em tampao de bloqueio (5% de leite em pé
desnatado; 10 mmol/L de Tris; 150 mmol/L de NaCl; 0,02% de Tween 20) por 1
hora. Apds isso, a membrana de nitrocelulose foi incubada overnight com
anticorpo especifico. Posteriormente, as membranas foram incubadas por 1 hora
a temperatura ambiente com anticorpos secundarios, referentes ao primario. As
bandas especificas foram marcadas por quimioluminescéncia, por meio de kit
especifico, e reveladas em fotodocumentador (Syngene G:BOX). A quantificagao

das bandas foi realizada com auxilio do software UN-SCAN-IT gel 6.1.

4.10. Real Time PCR quantitativo - RT-qPCR

Para analise de RT-gPCR, as amostras de retina foram removidas e
imediatamente homogeneizadas em tampao de TRIzol® (Life Technologies)
para o isolamento do RNA. Do RNA isolado as amostras foram quantificadas em
espectrofotdmetro e foi utilizado 3 pg de RNA para remocao de DNA gendmico,
através do kit Recombinant DNase | - RNase-free (Takara). Ao final desta etapa
as amostras foram quantificadas novamente e utilizou-se 1 ug de RNA para a
conversao em cDNA, através do kit High Capacity cDONA Reverse Transcription
(Applied Biosystems). As reagoes de gPCR foram realizadas através do sistema

TagMan® (Applied Biosystems). Posteriormente, foi avaliada a expressao génica
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de TNF-q, IL-1B, GPR120 e GPR40 e cada gene avaliado foi normalizado pelo

gene enddégeno GAPDH.

4.11. Imunofluorescéncia

Para as andlises de Imunofluorescéncia, outros grupos experimentais
foram destinados para tal procedimento. O globo ocular foi extraido e
diretamente fixado em solucado de glurataldeido e formaldeido a 2,5% e 2%,
respectivamente, por 1 hora a 4 °C. Posteriormente, foram crioprotegidos em
meio TissueTek O.C.T. Compound® para os ensaios de imunofluorescéncia. Em
seguida, os tecidos foram seccionados a 20um em criostato (Leica CM1850®) e
as laminas lavadas em tampao fosfato. Posteriormente, foram bloqueadas das
ligacdes inespecificas com soro de cabra 1% em tampao fosfato 1x por 1 hora.
Apoés isso, as laminas foram incubadas por 2 horas em soro 1% com o0s
anticorpos especificos: anti-GPR120 (1:10, Santa Cruz Biotechnology) e anti-
GPR40 (1:50, Santa Cruz Biotechnology). Ap6s isso, as laminas foram
incubadas com o respectivo anticorpo secundario por 1 hora a temperatura
ambiente. Posteriormente, as seccoes foram coradas com DAPI. As laminas
foram analisadas em microscopio de fluorescéncia (Zeiss®, Oberkochen,
Germany) e as imagens digitais capturadas com o auxilio de um software

especifico (AxioVision®; Carl Zeiss Microscopy, Thornwood, NY, USA).
4.12. Analise Estatistica

Os dados foram submetidos inicialmente ao teste de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov. Posteriormente, para dados simétricos, aplicou-se o teste
de analise de variancia (One-way, ANOVA), seguido do pds-teste de Bonferroni.
Foram consideradas diferencas significantes entre os grupos as variacoes

menores de 5% (p<0.05).
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5 Resultados
Para verificacao do tempo de ativacdo do GPR120, foi realizado gavagem
com Oleo de linhaca e, posteriormente, as retinas foram extraidas em diversos
tempos. De acordo com a Figura 5, é possivel observar que o melhor tempo de
ativacao do receptor na retina ocorre a partir de 3 horas da administracao do 6leo

de linhaga.

A.
,__-4

IB:GPR120 _

IP:B-Arrestina2 [ s S S S0

Tempo(h): o 2 3 3e30 4

Figura 5 — Associacdo GPR120/B-arrestina2 ap6s gavagem com 6leo de semente de linhaca. Time
course para verificar o tempo de ativagao do receptor GPR120 apds gavagem com 500 pL éleo de linhaca
em camundongos Swiss. (Oh; 3h; 3h30; 4h n=3; 2h n=2).

Em seguida, o tratamento com as diferentes dietas experimentais foi
iniciado. Apdés 9 semanas, os animais expostos a dieta hiperlipidica (HF)
apresentaram aumento da massa corporal quando comparados aos animais
controle (Fig. 6A e A1). Além disso, os animais do grupo HF apresentaram
aumento da glicemia de jejum e redu¢ao na taxa de decaimento de glicose (kITT)
em relacao ao grupo CT (Fig. 6B, B1 e C). Posteriormente, os animais do grupo
HF foram distribuidos em um novo grupo experimental (HF+w3), que passou a
receber a dieta substituida em 10% de gordura saturada por 6leo de semente de
linhaga por 9 semanas.

Durante o periodo de tratamento, a ingestao alimentar foi avaliada e os
animais do grupo HF apresentaram maior ingestédo alimentar em kcal/dia quando

comparados ao grupo CT. Entretanto, a dieta contendo 6leo de semente de



40

linhaca ndo foi capaz de modular a ingestdo alimentar dos animais HF+w3
quando comparados ao grupo HF (Fig. 7A e B)

Ao final das 18 semanas, os animais expostos a dieta rica em gordura
continuaram a apresentar aumento da massa corporal em relacdo ao grupo
controle. Entretanto, ndo houve diferenca na massa corporal e no depésito de
gordura epididimal, entre os grupos HF e HF+w3 (Fig.7C-F). Em relagéo a
homeostase glicémica, os animais expostos a dieta rica em 6leo de linhaca
apresentaram reducao da glicemia de jejum quando comparados aos animais do
grupo HF (Fig. 8A-C). Contudo, nédo foi verificado diferenga na taxa de
decaimento de glicose entre os grupos HF e HF+w3. Além disso, os animais
expostos a dieta rica em 6leo de linhaca apresentaram menor area sob a curva

quando comparados ao grupo HF apés realizacao do teste de TTG (Fig. 8D e E).
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Figura 6 — Caracterizacdo metabolica do modelo de inducao de obesidade: evolugdo ponderal e
homeostase glicémica induzida pela dieta HF. Camundongos Swiss expostos a dieta padréo (CT) ou a
dieta HF por 9 semanas. A: Variagdo da massa corporal ao longo do tratamento. B: Peso cumulativo (CT,
n=10. HF, n=30). C: Teste de sensibilidade a insulina. D: Taxa de decaimento de glicose (kITT). E: Glicemia
de jejum ao final de 9 semanas de tratamento (CT, n=5. HF, n=12). Os gréaficos de barras e linhas
representam a média e o desvio padréo (+) de cada grupo experimental. *=P<0,05, teste t de Student.
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Figura 8 — Homeostase glicémica apds tratamento com dieta HF+w3. A: Teste de sensibilidade a
insulina. B: Taxa de decaimento de glicose (kITT). C: Glicemia de jejum ap6s o tratamento. D Teste de
tolerancia a glicose. E: Area sob a curva (AUC) obtido apés o TTG (CT, n=5. HF, n=5. HF+w3, n=4). Os
graficos de barras e linhas representam a média e o desvio padréo () de cada grupo experimental. P<0.05,
teste tde Student. *CT vs HF; "HF vs HF+w3.

Posteriormente as analises de caracterizacao fisioldgica, deu-se inicio as
analises moleculares. Primeiramente, avaliamos a expressao génica dos
receptores para acidos graxos e verificamos que as diferentes dietas
experimentais nao foram capazes de modular o conteudo de transcritos de
GPR120 (Fig. 9A) e GRP40 (Fig. 9B). Entretanto verificou-se que o tecido
retiniano era capaz de expressar tais proteinas. Quanto ao conteudo proteico

dos receptores, o grupo HF+w3 apresentou aumento no conteudo de GPR120
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em relagcédo ao grupo HF (Fig. 9C). Entretanto, as diferentes dietas experimentais

nao foram capazes de modular o conteudo proteico de GPR40 (Fig. 9D).

Além disso, avaliamos a localizacao dos receptores no tecido retiniano e
verificou-se que ambos os receptores, GPR120 e GPR40 estao distribuidos por
toda a retina, sendo observados tanto no epitélio pigmentado retiniano (RPE),
quanto na retina interna (IR). Sendo o GPR120 (Fig. 9E), aparentemente mais
expresso na camada epitelial, com alguns pontos na camada interna e o GPR40

(Fig. 9F) distribuido de maneira mais uniforme em toda a extensao do tecido.
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plexiform layer; GCL: Ganglion cell layer; IR: Inner retina.
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Em seguida, foram analisadas a expressao génica e o conteudo de
proteinas envolvidas com o sinal inflamatério e dos receptores de acidos graxos
GPR120/GPR40. Em relacao a expressao génica de citocinas pré-inflamatérias,
observamos que o conteudo de RNAm de TNF-a e IL-1B nos animais do grupo
HF foi significativamente maior em relagéo ao grupo CT. Por outro lado, o grupo
HF+w3 apresentou reducao na expressao dessas citocinas em relacao ao grupo

HF (Fig. 10A e B).
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Figura 10 — Expressao génica de citocinas inflamatorias apos tratamento com dieta HF+w3.
Expressédo génica de TNF-a (A) e IL-18 (B) (CT, n=4; HF, n=4, HF+w3, n=5). Os graficos representam
média e desvio padréo (+) de cada grupo experimental. P<0,05. One-way ANOVA, poés teste Bonferroni.
*CT vs HF, #HF vs HF+w3.

Em seguida foram analisados o conteudo proteico de IL-1B, TNF-a, IL-10,
a fosforilacao da proteina TAK-1 e VEGF. O grupo exposto a dieta hiperlipidica
apresentou aumento no contetido de IL-1B em relagédo ao grupo CT (Fig. 11A).
Entretanto, os animais do grupo HF+w3 apresentaram reducao no conteudo
dessa proteina quando comparados aos animais do grupo HF. Além disso, o
grupo HF+w3, também apresentou menor conteudo proteico de TNF-a (17 kDa),
na sua forma clivada, em comparacgéo ao grupo HF (Fig. 11B). Com relacao a
fosforilacdo da proteina TAK-1, animais expostos a dieta hiperlipidica

apresentaram maior fosforilacdo de TAK1 quando comparados ao grupo CT.
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Entretanto, os animais expostos a dieta HF+®w3 apresentaram reducdo no

conteudo de p-TAK1, evidenciando o mecanismo de agcao do GPR120 (Fig. 11E).

Quanto ao fator de crescimento VEGF, marcador classico de retinopadia
diabética, foi observado aumento no conteudo proteico de VEGF na retina de
animais do grupo HF quando comparados ao grupo CT. Em contrapartida, os
animais do grupo HF+®3 apresentaram menor conteudo proteico de VEGF em
comparacdo ao grupo HF (Fig. 11F). Além disso, ndo houve diferenca no
conteudo proteico de IL-10 e TNF-a (26 kDa) entre os diferentes grupos

experimentais (Fig. 11C e D).



48

Contetdo Protéico TNF-a (17Kda)/B-Actina

A. B
©
£
°
< 600,
2 MM _or _ w_tFeg 3
5 80l TNF-a(26Kda) LM S 3
N7 — - )
%.ﬁ 700 TNF-a (17Kda) [ - § e
=t e of-s SE
=', g 600. ﬂ-Actinalu.‘-hb-_-‘_-“.l ? E 400
2 2 50 ig
S Z
6_9 § 300 Ponceau :% :8 200l
oc s =
35 200, £S5
2710 5
8 o 3 0
c
=]
o
D. E
g 50 — 600
B CT HE HF + 03 X —
IL-10 i§4°° p-TAK1 -] E,§500
p-Actina é 5 RGN L L T — T L L <5 40
=15 300 Ponceauf~ el B EEE RS oo =] 4=
F wof oanamananuetl S5
Ponceau ol a B
i3 Rl e T T T U P
ag [l - ag
ol - st
i B=100
"E c
S o 8
F.
‘E 400
CcT HF HF + ©3 E:S
VEGF - e e é—@am 1
B-ACting | wes e WD EDEDED W0 n o O o

n
=3
=4

Ponceau

g

Conteudo Protéico VEGF
(Unidades Arbitrari

0
Figura 11 — Conteudo proteico de citocinas, p-TAK1 e VEGF apés tratamento com dieta HF+w3. A:

Conteudo proteico de IL-1B (CT, n=3; HF, n=5; HF+w3, n=5) B: Conteldo proteico de TNF-a (26kDa) (CT,
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Por fim, foi realizado o teste de eletrorretinografia para analise funcional
da retina, com o objetivo de verificar se a dieta rica em 6leo de semente de
linhaca era capaz de prevenir 0os possiveis danos causados pelo consumo de
dieta rica em gordura saturada. No entanto, ndo foram observadas alteragbes

nas amplitudes de onda A, B e C (resposta de cones, bastonetes e células
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epiteliais) entre os diferentes grupos experimentais quando expostos a diferentes
intensidades luminosas (Fig. 12A, C, D e E). Entretanto, os animais expostos a
dieta HF apresentaram uma diminui¢do no potencial oscilatério em comparacao
ao grupo CT, caracterizando prejuizo nas camadas internas da retina (Fig. 12 B
e E). Em contrapartida, os animais expostos a dieta rica em 6leo de semente de
linhaca, ndo apresentaram prejuizos funcionais, evidenciando o papel protetor

do 6mega-3 em retardar a progressao da retinopatia diabética (Fig. 12 F).
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Figura 12 — Avaliacao funcional retiniana através do teste de eletrorretinografia (ERG). A: Imagem

representativa de ondas A e B obtidas a partir do teste de ERG nos diferentes grupos experimentais. B:
Imagem representativa do potencial oscilatério a 0.25 cd.s/m? nos diferentes grupos experimentais. C:
Imagem representativa de onda C. D: Amplitude de onda A. E: Amplitude de onda B. F: Potencial oscilatério.
G: Amplitude de onda C. Os graficos representam média e desvio padrao (+) de cada grupo experimental.
P<0.05. One-way ANOVA, po6s teste Bonferroni. *=CT vs HF.
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6. Discussao

A atividade anti-inflamatéria atribuida aos acidos graxos 6mega-3 é
especulada na literatura cientifica desde meados de 19808, mas com desfechos
mecanisticos moleculares mostrados apenas a partir de 20108°. Em relagéo ao
tecido retiniano, alvo do presente estudo, sabe-se que os acidos graxos émega-
3 s&o os lipidios mais abundantes na retina’ e que o consumo diario de fontes
alimentares contendo em torno de 500 mg de w3 é capaz de diminuir a incidéncia
de retinopatia diabética (RD) em individuos adultos, portadores de DM27!,
Contudo, a relacao desse tipo lipidico especifico trazendo beneficios ao tecido
retiniano ainda n&o apresenta detalhamento molecular bem caracterizado.
Portanto, os resultados obtidos neste projeto trazem luz a tal mecanistica,

podendo contribuir para agdes nutricionais mais efetivas.

Para tentar compreender os mecanismos desencadeados pelos acidos
graxos w3 na retina, camundongos foram expostos a trés tipos de dieta: dieta
padrao comercial, dieta rica em gordura de origem animal, contendo 35% de
gordura saturada, e uma dieta substituida em 10% de gordura por 6leo de
semente de linhaca. Os resultados obtidos mostraram que a dieta rica em
gordura saturada foi capaz de induzir aumento da massa corporal, glicemia de
jejum e gerar a resisténcia a insulina, mostrando-se eficiente na inducao de
obesidade e dano metabdlico. De forma semelhante, camundongos Swiss tém
sido amplamente utilizados como um bom modelo experimental do processo
obesogénico e comorbidades associadas’?>74, mimetizando os distlrbios

metabdlicos observados em humanos sob o modelo de dieta ocidental’>7.
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Em contrapartida, a dieta substituida em 10% de gordura animal por 6leo de
semente de linhaca foi capaz de reduzir a glicemia de jejum e de proteger o0s
animais do desenvolvimento de intolerancia a glicose mesmo sem alterar os
estoques adiposos e a massa corporal dos animais. Diversos estudos mostraram
o potencial do éleo de semente de linhaca e também dos acidos graxos DHA e
EPA na melhora da homeostase glicémica em animais obesos, evidenciando o
potencial terapéutico desse nutriente no tratamento da obesidade e do
DM25556:69 Na obesidade e doengas associadas, o estimulo de vias inflamatérias
culmina na ativacao das serinas quinases (JNK e IKK) que reduzem a transducéao
da via de sinalizacédo da insulina’’-7%. Contudo, os 4cidos graxos da familia do
w3 sao capazes de restabelecer a homeostase glicémica por desarticular a
cascata inflamatoria, restaurando a sinalizacdo da insulina e aumentando a

captacao de glicose em tecidos periféricos®0.

Nesse sentido, o potencial anti-inflamatério dos acidos graxos w3 no
desenvolvimento da retinopatia vém sendo descrito em alguns trabalhos que
apresentaram como objetivo analisar o efeito da suplementacdo de EPA e DHA
em animais espontaneamente diabéticos ou induzidos a retinopatia®’-#2. Tais
evidéncias demonstraram o efeito protetor do 6mega-3 no desenvolvimento da
RD independente da fonte de d&mega-3 e do modelo de inducdo a obesidade
utilizado. Ainda, estudos realizados com cultura de células mostraram que a
utilizacdo de 6mega-3 é capaz de inibir a ativagcdo de micréglias e controlar a

autofagia®84,

Apesar de diversos estudos descreverem o potencial terapéutico dos
GPCRs, GPR120 e GPR40, e de terem sido identificados em diversos tecidos e

tipos celulares como o sistema nervoso central, macréfagos, tecido adiposo,
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intestino e figado®-89, até onde sabemos, a presencga dos receptores ainda néo
foi descrita do tecido retiniano. Portanto, de forma inédita, nossos resultados
demonstram que esses receptores estdo presentes na retina, onde
principalmente 0 GPR120 é capaz de reconhecer seu agonista lipidico. Ainda,
foi avaliada a capacidade da dieta contendo 6leo de linhagca em aumentar o
conteudo proteico de GPR120. De maneira semelhante, Cheshmehkani e
colaboradores (2015) também observaram o aumento de GPR120 no célon de
animais suplementados com 6leo de semente de linhaga®. O mecanismo pelo
qual acidos graxos insaturados induzem aumento na expressao de receptores
GPR120 ou 40 ainda € mal explicado na literatura. Isso se deve, provavelmente,
a dois fatos, 1) as respostas séo tecido-dependentes®’; 2) através do fator de
transcricdo C/EBP, o qual é ativado por acidos graxos saturados e, de acordo
com a literatura, é o fator de transcricdo de GPR120%. Mas a evidéncia que

mostra isso ainda carece de maiores explicacoes.

Apesar de alguns estudos descreverem o potencial terapéutico dos
receptores GPR120 e 40, este trabalho também apresenta de forma inédita a
exploracao do seu papel no tecido retiniano. Sabe-se que a ingestdo de fontes
de w3 parece ser capaz de prevenir ou retardar o surgimento de retinopatia
diabética em humanos®. Além disso, estudos realizados em modelos
experimentais mostrarem que a ingestdo ou suplementacdo com acidos graxos
da familia do w3 resultou em retardo no desenvolvimento da doenca, diminuigao
do tonus inflamatério e angiogénese®'94. Sabe-se que o aumento na produgio
de citocinas pré-inflamatérias (IL-1p e TNF-a) no vitreo® e na retina® esta
associado com a génese da RD, e que além de perpetuar o processo

inflamatorio, niveis elevados de IL-1p e TNF-a precedem os danos funcionais e
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estruturais que ocorrem nos estagios mais avancados da RD*'%. De maneira
interessante, a dieta contento éleo de semente de linhaga utilizada no presente
trabalho foi capaz de atenuar o processo inflamatério, de acordo com achados
na literatura, apresentando-se como potencial alvo terapéutico na prevencao e

tratamento da RD.

Outro marcador classico de RD avaliado, foi o conteddo de VEGF. Aiello e
colaboradores, em 1994, mostraram o aumento de VEGF no vitreo de pacientes
diabéticos® e desde entdo diversos estudos na literatura destacaram o papel do
fator de crescimento na progressdo da retinopatia, controlando processos de
angiogénese, neurodegeneragcdo, migracao e proliferacdo célula, além de
aumentar a permeabilidade vascular tanto em ensaios clinicos*%9-101 quanto
em modelos experimentais'?2193, Nesse contexto, resultados semelhantes foram
encontrados no presente estudo, onde verificou-se maiores niveis de VEGF na

retina de animais obesos e diabéticos.

Sendo assim, diversos farmacos tém sido desenvolvidos, no intuito de conter
os efeitos deletérios que o excesso de producao de VEGF traz a retina de
pacientes diabéticos. Dessa maneira a utilizacdo de acidos graxos 6mega-3
torna-se uma alternativa, pois diversos estudos recentes tém buscado
compreender os efeitos do 6mega-3 sobre o VEGF'%4. Nesse sentido, um estudo
experimental mostrou que a administracao de acido a-linolénico por cinco dias
foi capaz de reduzir os niveis de VEGF na retina de animais induzidos ao
diabetes por estreptozotocina’®. No presente trabalho, a dieta contendo de dleo

de semente de linhaca também foi capaz de reduzir os niveis de VEGF.

Além de reduzir a expressao de citocinas e VEGF, as diferentes dietas

experimentais foram capazes de modular a atividade da proteina TAK-1. J&a é
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bem descrito na literatura que a proteina TAK-1 pode ser ativada por diversos
ligantes que interagem com os receptores TLRs, RAGEs, IL-1R e TNFR e é
necessaria para a migracao dos fatores de transcricdo NF-xB e AP-1 ao nucleo
e perpetuacdo do sinal inflamatério?0:1951%  Além disso, sabe-se que os acidos
graxos Omega-3, via GPR120 e 40, sdo capazes de interferir na via de
sinalizacdo da TAK-1, desarticulando a cascata inflamatéria®-57:87.197  Sendo
assim, a diminuicdo da atividade da proteina TAK-1 encontrada no presente
estudo torna-se mais uma evidéncia de que os efeitos positivos dos acidos

graxos 6mega-3 sobre a retina dos camundongos ocorreram via GPCRs.

Por fim, avaliamos a funcéo retiniana através do teste de eletrorretinografia
(ERG). No ERG as ondas A e B mostram a funcdo de fotorreceptores, e
alteragbes nas amplitudes de onda s6 s@o detectaveis nos estagios mais
avancados de retinopatia, esses estagios sdo comumente observados em
modelos animais de degeneracdo retiniana mais severos, como por exemplo
com a utilizacdo de estreptozotocina®® ou animais transgénicos mais propensos

ao desenvolvimento a doenga'%,

No caso de inducdo a retinopatia por dieta hiperlipidica, Rajagopal e
colaboradores ndo observaram alteragdes em ondas A e B mesmo apos 12
meses de exposicdo a dieta®”. Entretanto, a utilizagdo de uma dieta com maior
teor de gordura saturada (60%) mostrou-se capaz de gerar déficits funcionais na
retina de camundongos, tanto em ondas A e B, quanto no que diz respeito ao
potencial oscilatério (OP)'%°. No presente estudo ndo observamos alteragdes em
relagdo a amplitude de onda A e B ao final das 18 semanas de exposigéo a dieta,
acredita-se que esse fato ocorreu devido ao curto periodo de tempo de

exposicao a dieta HF aliado a porcentagem de gordura saturada utilizada.
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Entretanto, os resultados obtidos no presente trabalho mostraram reducéao
no OP de animais obesos, indicando alteracao funcional na camada interna da
retina, caracterizando danos as células amacrimas e ganglionares, levando a
diminuicdo na sensibilidade visual''®'". Além disso, diversos estudos na
literatura destacaram tais alteracbes como caracteristica dos estagios iniciais de
retinopatia''2. Por outro lado, o 6leo de semente de linhaca foi capaz de proteger
contra os danos causados pelo consumo de dieta hiperlipidica, retardando assim

a perda de funcao de células internas da retina.

Desse modo, é possivel concluir que o consumo de 6mega-3 torna-se
alternativa interessante abordagem para o tratamento de RD, uma vez que até
o presente momento a terapéutica convencional se da através de fotocoagulacao
a laser, que a longo prazo € capaz de causar efeitos adversos como diminuicao
do campo de visdo ou ainda redugéo da sensibilidade a cores''3. Devido as
limitacbes da terapéutica convencional, diversos farmacos de acéao inibidora
especifica para os receptores de VEGF, IL-1B e TNF-a vém sendo
desenvolvidos. Entretanto, a maioria desses farmacos apresentam elevado grau
invasivo, pois sdo administrados via intravitreal, além de apresentarem alto custo

financeiro, impossibilitando sua utilizagao por maior parte da populagéo*”-14115,

Dessa forma, nossos resultados corroboram os estudos acerca do tema,
evidenciando o papel anti-inflamatério dos acidos graxos w3, além de descrever
a presenca dos receptores para tais acidos graxos na retina o que pode
possibilitar maior compreensao dos mecanismos envolvidos na génese da RD e
na utilizacdo dos acidos graxos da familia do w3 como terapia ndo farmacolégia

para prevencao dessa doenca.
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7. Conclusao

Pode-se concluir que a dieta rica em gordura foi capaz de induzir
resisténcia a insulina e intolerancia a glicose, mimetizando os mesmos achados
em humanos e em outros modelos experimentais. Esse modelo experimental
também foi eficiente na indugéo do processo inflamatério retiniano, aumento no
conteudo de VEGF, fator de crescimento envolvido com a progressao da RD,
além de levar a diminuicdo na sensibilidade visual dos animais. Em
contrapartida, a utilizagdo de 6leo de semente de linhaga foi capaz de modular o
conteudo proteico do receptor GPR120 e reverter os potenciais danos causados
pelo consumo da dieta hiperlipidica. Desse modo, tais evidéncias apontam que
alimentos fontes de acidos graxos dmega-3 apresentam potencial terapéutico
para retardar o processo inflamatério retiniano e retardar a progressao da

retinopatia diabética em modelo animal.
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