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RESUMO

Recentemente a gordura interesterificada tem sido utilizada como uma alternativa ao uso das
gorduras frans. A gordura interesterificada ¢ obtida pelo processamento de 6leos vegetais por
meio de métodos quimicos ou enzimaticos, o que resulta no rearranjamento de acidos graxos
na molécula de glicerol, sem alterar o grau de saturacdo dos mesmos. Estudos recentes t€ém
mostrado distirbios metabdlicos em resposta a ingestdo cronica (oito semanas) de dieta rica
em gordura interesterificada, como ganho de massa corporal, dislipidemia e intolerancia a
glicose. No entanto, os efeitos da ingestao dessa gordura em curto prazo e também no sistema
nervoso central responsavel pela homeostasia energética, sao desconhecidos. O hipotalamo ¢
a regido responsavel pelo controle central da ingestdo alimentar e gasto energético por meio
de neurdnios especializados capazes de receber informagdes e sinalizar outras areas cerebrais
envolvidas na regulagdo da fome/saciedade. A ingestdo de dieta rica em gordura leva a
ativacdo hipotalamica de resposta inflamatéria cronica, producdo de quimiocinas e citocinas,
com consequente resisténcia a acdo dos hormodnios leptina e insulina, principais sinalizadores
do balanco energético. Tivemos como objetivo entender o efeito do o6leo de palma
interesterificado em processos celulares que controlam a homeostasia energética em
camundongos. Para tanto, foram utilizados camundongos Swiss machos submetidos a dieta
com 6leo de palma interesterificado e divididos em quatro grupos experimentais: grupo
normolipidico 6leo de palma (PO), grupo normolipidico 6leo de palma interesterificado
(IPO), grupo hiperlipidico (POHF) e grupo hiperlipidico interesterificado (IPOHF), os quais
receberam a dieta experimental por uma ou quatro semanas € camundongos Swiss e/ou
C57BL/6 machos suplementados com 6leo de palma interesterificado (IPO) por sete dias
consecutivos ou submetidos ao tratamento intracerebroventricular (icv) uUnico com
2-palmitoilglicerol (PG). Os dados aqui apresentados sugerem que a ingestdo em curto e
médio prazo de gordura interesterificada ou suplementagao com 6leos parecem nao modular
o fendtipos dos animais ou causar grandes impactos sobre o metabolismo energético e
glicémico. Outros experimentos se fazem necessarios para o completo entendimento dos

efeitos metabolicos da gordura interesterificada em curto e médio prazo.

Palavras-chave: Gordura interesterificada; Hipotdlamo; Homeostase energética; Leptina;

Insulina.



ABSTRACT

Recently, interesterified fat has been used as an alternative to trans fats. Interesterified fat is
obtained through the processing of vegetable oils using chemical or enzymatic methods,
resulting in the rearrangement of fatty acids on the glycerol molecule without altering their
degree of saturation. Recent studies have shown metabolic disorders in response to chronic
intake (eight weeks) of a diet rich in interesterified fat, such as body mass gain, dyslipidemia,
and glucose intolerance. However, the effects of short-term intake of this fat and its impact on
the central nervous system responsible for energy homeostasis are unknown. The
hypothalamus is the region responsible for the central control of food intake and energy
expenditure through specialized neurons capable of receiving information and signaling other
brain areas involved in the regulation of hunger/satiety. Consumption of a high-fat diet leads
to hypothalamic activation of chronic inflammatory response, production of chemokines and
cytokines, resulting in resistance to the action of the hormones leptin and insulin, the main
signaling molecules of energy balance. Our aim was to understand the effect of interesterified
palm oil on cellular processes that control energy homeostasis in mice. For this purpose, male
Swiss mice were subjected to a diet with interesterified palm oil and divided into four
experimental groups: normolipidic palm oil group (PO), normolipidic interesterified palm oil
group (IPO), hyperlipidic group (POHF), and hyperlipidic interesterified group (IPOHF),
which received the experimental diet for one or four weeks. Swiss and/or C57BL/6 male
mice were also supplemented with interesterified palm oil (IPO) for seven consecutive days
or subjected to a single intracerebroventricular (icv) treatment with 2-palmitoylglycerol (PG).
The data presented here suggest that short- and medium-term intake of interesterified fat or
supplementation with oils does not appear to modulate animal phenotypes or cause
significant impacts on energy and glycemic metabolism. Further experiments are necessary
for a complete understanding of the metabolic effects of interesterified fat in the short and

medium term.

Keywords: Interesterified fat; Hypothalamus; Energy homeostasis; Leptin; Insulin.
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1. INTRODUCAO
1.1 Obesidade, um problema mundial de saiude

A obesidade ¢ caracterizada como uma doenga cronica nio transmissivel em que o
acumulo de gordura corporal excessivo ¢ evidenciado pelo indice de massa corporal (IMC)
maior ou igual a 30,0 kg/m?. O aumento do ganho de peso esta associado ao desenvolvimento
e progressdo de doencas associadas como, por exemplo: doencas cardiovasculares, diabetes
mellitus tipo 2 (DM2), hipertensdo arterial sistémica (HAS), doengas neurodegenerativas,
alguns tipos de canceres, entre outras (WHO, 2020; Koopman et al., 2009).

De acordo com dados epidemiologicos recentes, no mundo, o numero de casos de
obesidade triplicou nos tltimos 40 anos (WHO, 2020). No Brasil, a realidade se equipara ao
restante do mundo. De acordo com dados levantados pela Vigilancia de Fatores de Risco e
Protecdo para Doengas Cronicas por Inquérito Telefonico (VIGITEL), em dez anos, a
populacdo adulta obesa aumentou de 15,0 % para 21,5% (Brasil, 2010, 2020). Este quadro ¢
preocupante, uma vez que a obesidade € uma doenga complexa e multifatorial que abarca uma
gama de contribuintes importantes, como varidveis genéticas e ambientais (Hruby e Hu,
2015).

Entre as varidveis ambientais, o padrao alimentar tem sido implicado como um dos

fatores de risco com maior impacto epidemiologico.

1.2 O impacto metabolico do padrao alimentar atual

O padrio alimentar ocidental atual, consiste majoritariamente na substituicdo de
alimentos in natura, minimamente processados e refeicdes caseiras por alimentos
ultraprocessados, que sdo pobres nutricionalmente. Além de serem ricos em sal, actcares e
aditivos, apresentam em sua composi¢do um alto teor de gorduras saturadas e modificadas,
como a gordura trans (Monteiro et al., 2018).

Estudos pré e clinicos ja mostraram que o consumo de dietas ricas em gordura pode
facilmente induzir a obesidade. Em humanos, a ingestdo de acidos graxos saturados favorece
o ganho de peso em maior magnitude quando comparado a ingestdo de 4cidos graxos
insaturados (Piers et al., 2003; Kien et al., 2005). Em roedores, a exposi¢ao cronica a gordura
predominantemente saturada foi suficiente para aumentar o peso e o nivel de adiposidade dos
animais, além de promover resisténcia aos hormdnios leptina e insulina (Woods et al., 2003) e
mesmo em periodos agudos, foi capaz de ativar a inflamagdo hipotaldmica (Thaler et al.,

2012).
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No que diz respeito aos acidos graxos trans, estudos epidemiologicos robustos
associaram o seu consumo ao maior risco de desenvolvimento de doengas cardiovasculares e
mortalidade associada (Wang et al., 2016; de Souza et al., 2015; Jiao et al., 2019).

Portanto, a qualidade da gordura dietética exerce um papel importante na composi¢ao
corporal e nos pardmetros metabdlicos (Hu; Van Dam; Liu, 2001; Bray et al., 2002). Dessa
forma, cada vez mais estudos t€ém sido conduzidos para investigar o efeito metabdlico desses

Oleos e gorduras largamente disponiveis nos alimentos processados e ultraprocessados.

1.3 Oleos e gorduras - caracterizacio e efeitos metabolicos

Os o6leos e gorduras, de maneira geral, podem ser classificados de acordo com o grau
de saturagdo de suas cadeias de carbono (Ander et al., 2003). Os acidos graxos que possuem
apenas ligagdes simples em sua cadeia sdo classificados como saturados (Santos et al., 2013).
Estes sdo encontrados principalmente em alimentos de origem animal, como a banha e a
manteiga ¢ na composi¢do de alguns 6leos vegetais, como na gordura de palma e de coco
(Grundy, 2002). O alto consumo deste tipo de acido graxo esté relacionado com o aumento de
doencas cardiovasculares, assim como alteracao do perfil lipidico sanguineo, com elevagao de
LDL e do peso corporal (Mensink et al., 2016).

Os 4cidos graxos insaturados que possuem uma dupla ligagdo sdo denominados
monoinsaturados e aqueles com mais de uma dupla ligacdo em sua cadeia de carbonos sdao
classificados como poliinsaturados. Os acidos graxos tambem podem ser classificados de
acordo com o tipo de insaturagdo, podendo ser cis ou trans. As ligagdes do tipo cis sdo
aquelas que proporcionam a molécula uma “dobra”, enquanto as ligacdes do tipo trans

apresentam uma cadeia carbonica linear (Marchand, 2010).

1.3.1 Acidos graxos trans

Os acidos graxos frans podem ser produzidos tanto endogenamente quanto induzido
por um processo quimico. O primeiro consiste na sintese natural de acidos graxos trans pelas
bactérias presentes no estomago de ruminantes (Wanders; Zock; BRouwer, 2017; Mendis;
Cruz-Hernandez; Ratnayake, 2008). O segundo ¢ resultado da hidrogenacao parcial de 6leos
vegetais, como o acido elaidico (C18:1, trans-9), pela industria de alimentos, visando
aumentar a vida util de seus produtos (Wanders; Zock; Brouwer, 2017).

Estudos apresentam forte correlacdo com o consumo de gorduras trans € 0 aumento no
risco de desenvolvimento de doencas cardiovasculares, diabetes, processos inflamatorios e

ganho de peso (Mozaffarian; Aro; Willett, 2009; Igbal, 2014). J4& estd bem descrito na
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literatura que o consumo de gordura trans € prejudicial para o organismo sustentando as
recomendacdes de redugdo e do banimento progressivo do uso de acidos graxos trans pela
industria alimenticia impostas por orgaos governamentais (WHO, 2018; Brasil, 2019). A
Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) 332/2019, estabeleceu que, no Brasil, até janeiro de
2023, as gorduras trans fossem banidas da formulag¢ao de produtos.

Dessa forma, para substituir o processo de hidrogenagdo parcial de 6leos vegetais, a
interesterificagdo quimica tem sido utilizada para a obten¢do de gorduras funcionais, sem
geracdo de isdmeros trans, de baixo custo e ao mesmo tempo com elevada aplicabilidade,

como as gorduras interesterificadas, por exemplo (Brasil, 2019; Santos et al., 2013).

1.3.2 Gordura interesterificada

Aproximadamente 95% da gordura dietética ¢ composta por triacilglicerdis (TAG), em
que uma molécula de glicerol apresenta em sua estrutura trés acidos esterificados, numerados
por uma nomenclatura estereoespecifica (sn). Os acidos graxos localizados na parte exterior
da estrutura do TAG sao denominados por sn -1 e sn -3, enquanto o dcido graxo localizado no
centro ¢ sn-2 (Mills; Hall; Berry, 2017).

A interesterificacio € um processo em que se utilizam métodos quimicos ou
enzimaticos, cujo resultado ¢ o rearranjo dos acidos graxos da molécula de glicerol, sem
alterar o grau de saturacao dos mesmos (Santos et al., 2013). O rearranjo destes acidos graxos
na molécula de TAG pode ser direcionado de forma aleatoria (para posi¢coes ndo especificas)
ou direta (para posigdes especificas) (Figura 1). A variacdo na troca das posicdes desses
acidos graxos ¢ utilizada pela industria de alimentos para gerar gorduras com propriedades

especificas, de acordo com a formulagdo do produto.

. e sesese
Posigio sn-1 G . Posicaosn-1
»

Posicao sn-2 + c - Posicdo sn-2
.... »

------
Posicao sn-3 N b *, Posiciosn-3
¢

—0 00 —-—0

Figura 1. Interesterificacdo. Representacdo do processo de interesterificacdo através da mistura de dois
triacilglicerdis de composigao distintas. Fonte: Elaborado pela autora, 2022. Figura produzida no biorender.com.
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Pouco se sabe sobre os efeitos da gordura interesterificada no organismo, tendo em
vista que os estudos populacionais ou até mesmo em modelos experimentais sobre o tema
ainda sdo escassos. A saber, Reena e colaboradores (2011) demonstraram que o emprego da
gordura interesterificada ao uso de outros 6leos foi capaz de promover uma reducdo de LDL,
colesterol e triglicerideos em roedores. Em contrapartida, outros estudos realizados em
modelos experimentais sugeriram efeitos nocivos a homeostase metabdlica.

O uso da gordura modificada pareceu comprometer a composi¢ao de acidos graxos do
hipocampo (Magri et al., 2015), aumentar a deposicdo de tecido em proles de maes
alimentadas com a gordura (D‘avila et al., 2017), promover ganho de peso e a expressao de
citocinas pro-inflamatoérias no tecido hepatico de camundongos (Miyamoto et al., 2018).

Menta e cols (2022) também mostraram que o consumo da gordura interesterificada ¢
capaz de desencadear eventos inflamatorios e prejudicar a barreira intestinal em
camundongos. Além disso, quando consumida por oito semanas numa dieta normolipidica, a
gordura interesterificada parece interferir na sinalizagdo da insulina em tecidos periféricos e

promover resisténcia a insulina. (dos Santos et al., 2024).

1.4 Homeostasia energética e sensibilidade hipotalamica a insulina e leptina

O hipotalamo ¢ o 6rgao responsavel pelo controle energético. Localizado préximo ao
terceiro ventriculo e concomitante a eminéncia média (EM), é composto por cinco principais
nucleos: nucleo arqueado (ARC), nucleo paraventricular (PVN), nucleo hipotalamico
ventromedial (VMH), nucleo hipotaldmico dorsomedial (DMH) e area hipotalamica lateral
(LHA), além de corpos neuronais responsivos também a circulagdo hormonal periférica
(Williams et al., 2001).

A EM possui capilares fenestrados que permitem o transporte de hormonios e
nutrientes provenientes da circulagdo periférica através da barreira hematoencetilica (BHE),
acessando assim o ARC, responsavel pelo controle da ingestdo alimentar e da homeostase
energética. No ARC estdo presentes duas subpopulacdes neuronais que exercem atividades
antagonistas, sendo uma responsavel por expressar neurotransmissores orexigenos como

AgRP/NPY enquanto a outra expressa neurotransmissores anorexigenos, como o-MSH,

clivado a partir de POMC, e CART (Timper e Briining, 2017; Velloso, 2006) (Figura 2).
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Figura 2. Hipotdlamo e a organizacio das estruturas nucleares hipotalimicas envolvidas na homeostase
energética. Localizado proximo ao terceiro ventriculo (3V) e a eminéncia média (EM), o hipotalamo apresenta
distintos nucleos responsaveis pelo controle do balango energético: niicleo paraventricular (PVN), nucleo
hipotalamico ventromedial (VMH), nicleo hipotalamico dorsomedial (DMH), area hipotalamica lateral (LHA) e
nicleo arqueado (ARC). O ARC possui duas populacdes neuronais: neurdnios AgRP/NPY de atividade
orexigena e os neurébnios POMC/CART, que possuem efeitos anorexigenos. O hipotdlamo recebe sinais
provenientes de orgdos periféricos através da EM, e acessam o ARC, responséavel pelo controle da ingestdo
alimentar e da homeostase energética. Fonte: Elaborado pela autora, 2022. Adaptada de: Timper; Briining, 2017.
Figura produzida no biorender.com.

Os neuronios produtores de AgRP/NPY sdo ativados no jejum. O AgRP atua como um
agonista inverso de o-MSH, inativando sua acdo anorexigena e o NPY reduz o gasto
energético e estimula a ingestdo alimentar. Neuronios AgRP/NPY sdo capazes de inibir a
atividade de neur6nios POMC por meio da liberacdo de NPY assim como do acido
y-aminobutirico (GABA).

No estado alimentado, os neurdnios produtores de POMC sdo ativados. O POMC ¢
entdo clivado por peptidases, liberando em seus terminais axdnios o-MSH, que ativa os
receptores melanocortina 3 ¢ 4 (MCR3 e MCR4) em neurdnios de segunda ordem e no PVN.

Essa ag¢do promove a inibi¢do da ingestdo alimentar e aumento do gasto energético (Timper e
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Briining, 2017; Waterson e Horvath, 2015). Ambas popula¢des neuronais AgRP/NPY e

POMC sao responsivas a hormdénios metabodlicos periféricos, como insulina e leptina.

1.4.1 Insulina

A insulina ¢ um hormdnio polipeptidico secretado pelas células B-pancredticas
essencial para o metabolismo glicidico, proteico e lipidico. A agdo da insulina em tecidos
periféricos envolve o controle da sintese de glicogénio, proteinas, 4cidos graxos por meio da
inibicdo da produgdo hepatica de glicose, proteodlise e lipolise, respectivamente (Tokarz;
Macdonald; Klip, 2018). No sistema nervoso central (SNC), a insulina participa do
funcionamento neurossindptico, captagdo de catecolaminas, modulacdo da plasticidade
sinaptica e regulagdo da captacdo de glicose pelas de células da glia, que dao aporte
nutricional e apoio fisico aos neuronios (Scherer; Sakamoto; Buettner, 2021).

Além disso, a insulina participa de diversas vias de sinalizagdo, como a via da
PI3K-Akt destacada abaixo.

A secre¢ao de insulina pelo pancreas acontece, principalmente, em resposta a
oscilacdo de glicose na corrente sanguinea. A insulina circulante acessa o SNC mediante um
transporte saturavel na barreira hematoencefalica (BHE). Uma vez na regido central, ela se
liga na subunidade o no seu receptor transmembrana (IR) e inicia a cascata de sinalizacao
intracelular, levando a auto fosforilagao da subunidade f em residuos de tirosina. Isso permite
a fosforilacdo dos substratos do receptor de insulina (IRS 1/2) por meio da atividade quinase
de IR. Em seguida, a PI3 kinase (PI3K) ¢ ativada ao ligar-se aos substratos IRS 1/2. Uma vez
ativada, na por¢do intracelular da membrana plasmatica, a PI3K converte o lipidio de
membrana fosfatidilinositol-3,4-bifosfato (PIP2) em fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3).
PIP3 se liga a Akt que ¢ fosforilada e ativada pela proteina PDK1 (Konner; Kldckener;
Briining, 2009; Scherer; Sakamoto; Buettner, 2021; Saltiel e Kahn, 2001).

Na cascata de sinalizagdo de insulina no SNC, a Akt regula o fator de transcri¢ao
FOXOI, que transcreve genes relacionados ao crescimento € a sobrevivéncia neuronal e de
células gliais, induzindo, por exemplo, a captacdo de glicose nos astrdcitos. Em contrapartida,
FOXO1 quando fosforilado, migra do nucleo para o citoplasma resultando na inibi¢do da
transcricdo de genes. E, além disso, como feedback negativo desta mesma via, temos, entre
outros, a proteina-tirosina fosfatase 1B (PTP1B) e supressor da sinalizagdo de citocinas 3
(SOCS3), que desfosforilam e inativam o receptor de insulina (Scherer; Sakamoto; Buettner,

2021).
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No sistema nervoso central, a sinaliza¢do da insulina ¢ importante para a manutengao
da glicose, fundamental para as fungodes fisiologicas e homeostase energética (ONO, 2019).
No entanto, na disrup¢ao metabdlica, como ¢ o caso da obesidade e também, mediante o
excesso de nutrientes, como o alto consumo de gorduras, a regulagdo central da insulina ¢
afetada, inviabilizando vias de sinalizagdo importantes como a PI3K-Akt, por exemplo (Chen;
Balland; Cowley, 2017).

A resisténcia a insulina provocada por acidos graxos trans € gordura interesterificada
parece contribuir de forma significativa para a progressdo da prevaléncia da obesidade.
Estudos mostram que o consumo de gorduras trans promove ganho de peso, aumento na
expressdo de citocinas inflamatérias como //6, Tnfa e contribui para a reducdo da
sensibilidade a insulina (Prentice, 2001). Por sua vez, um trabalho realizado com humanos
demonstrou que o consumo de dietas ricas em gordura interesterificada por quatro semanas,
foi capaz de alterar o perfil de dcidos graxos plasmaticos dos participantes, além de contribuir
para distirbios na sinalizagdo insulinémica e aumento nos niveis de glicose plasmatica

(Sundram; Karupaiah; Hayes, 2007).

1.4.2 Leptina

A leptina ¢ um hormdnio peptidico produzido principalmente pelas células do tecido
adiposo branco, conhecidas como adip6citos € a sua producao e circulagdao sao proporcionais
a expansao deste tecido. Frente a alteragdes no status energético metabdlico, a leptina atua
sobre a ingestdo alimentar e o gasto energético, majoritariamente no hipotadlamo, regido
responsavel pela homeostase energética. Assim como a insulina, a leptina circulante também
acessa 0 SNC mediante um transporte saturavel pela BHE e a cascata de sinalizagdo
intracelular ¢ ativada a partir da sua ligag@o a isoforma longa do seu receptor transmembrana
(ObRD). Essa acao promove a sua dimerizagdo e formacao do complexo com a proteina janus
kinase 2 (JAK2), que fosforila a si mesma e aos seus trés principais residuos de ligagao,
Tyr985, Tyr1077 e Tyr1138. A fosforilagcdo de JAK2 em tirosina no residuo Tyr1138 recruta a
proteina citoplasmatica STAT3, amplamente expressa no SNC. Ligada ao receptor ObRbD, a
STATS3 ¢ fosforilada e ativada. Em seguida, se dimeriza e migra para o nucleo, onde se liga ao
DNA promovendo a transcricao de genes como Pomc envolvido na ingestao alimentar € no
gasto energético. Além disso, a ativagdo de STAT3 induz a expressao de SOCS3 e PTP1B,
que ao sair do ntcleo, atua como um regulador negativo da via (Figura 3) (Park e Ahima,

2014; Kwon; Kim; Kim, 2015; Konner e Bruning, 2012).
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No sistema nervoso central, em condicdes metabolicas basais, a leptina exerce
atividade anorexigena, ativando neurénios POMC e inibindo neuronios AgRP, regulando
assim o balango energético. No entanto, na obesidade, esse controle ¢ perdido, uma vez que o
consumo de dietas hiperlipidicas ¢ capaz de induzir a resisténcia a leptina devido a prejuizos
na ativagdo de neurdnios responsivos ao hormoénio e ativacdo de vias inflamatorias (Git e

Adan, 2015; Pérez-Pérez, A. et al., 2020).

Leptina

Citoplasma '

Nicleo

Figura 3. Via de sinalizacio da leptina. A leptina se liga ao receptor transmembrana (ObRDb), ativa a proteina
JAK2 e promove a sua autofosforilacdo e do receptor Tyr1138. A STAT3 ¢ recrutada e fosforilada, migrando
para o nucleo, onde induz a expressdo de genes relacionados com a homeostase energética e da SOCS3, que
inativa a via. Fonte: Elaborado pela autora, 2022. Adaptado de: Konner e Bruning, 2012. Figura produzida no
biorender.com.

Os hormonios leptina e insulina, além dos hormoénios produzidos no trato
gastrointestinal e os nutrientes, sdo os sinalizadores periféricos que controlam a atividade
neuronal fisiologica central (Sande-lee e Velloso, 2012). Porém, em decorréncia da alta
ingestdo de acidos graxos saturados e também de gorduras modificadas, a acdo/funcao destes
sinalizadores apresenta importantes alteragdes, prejudicando o controle hipotaldmico da

homeostasia energética (Pimentel et al., 2012; Albuquerque et al., 2006; Sande-lee e Velloso,

2012; Bispo et al., 2014).
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1.5 Justificativa

O uso da gordura interesterificada como substituto da gordura frans pela industria de
alimentos vem sendo acelerado nos ultimos anos tendo em vista mudancas em legislacoes e
necessidade de manutencdo das caracteristicas fisico-quimicas que garantem maior
estabilidade e dos efeitos sensoriais dos produtos que contribuem para o aumento no consumo
desse tipo de lipidio pela populagdao em geral.

Estudos recentes tém mostrado efeitos metabdlicos adversos em resposta a ingestao de
gorduras interesterificadas. Em 2018, nosso grupo de pesquisa publicou dados referentes aos
efeitos da gordura interesterificada no metabolismo de ratos Wistar. Miyamoto e
colaboradores (2018) encontraram que a dieta contendo 6leo de soja interesterificado, quando
ofertada por um periodo cronico, ¢ capaz de aumentar a massa corporal e de tecido adiposos
branco retroperitoneal, a glicose em jejum, além de aumentar a expressio de genes
inflamatorios como A#f3 e Tnf no tecido hepatico.

Em outro trabalho foram analisados os efeitos da dieta enriquecida com gordura
interesterificada nos parametros metabdlicos e glicémicos de camundongos. ApoOs oito
semanas o0s animais que receberam dieta normocaldrica contendo gordura de palma
interesterificada apresentaram intolerancia a glicose e maior area sob a curva de glicose
durante o ipITT, assim como maior ganho de massa corporal e glicemia de jejum elevada. No
tecido hepatico, o conteudo proteico de PEPCK e a expressao de //1f e 1l6 também estavam
aumentadas (Miyamoto et al., 2020), semelhante ao trabalho citado anteriormente (Miyamoto
et al., 2018). Além disso, Menta e colaboradores (2022) mostraram que o consumo da gordura
interesterificada aumenta o estresse oxidativo e a expressdao de citocinas pré inflamatorias,
além de induzir alteragdes celulares na parede intestinal de camundongos.

Destacamos que os diferentes tipos de acidos graxos, seu grau de processamento e
saturacdo impactam em parametros metabdlicos, como ganho de peso e alteracdo da
homeostase glicémica e na resposta inflamatoria em tecidos periféricos. No entanto, apesar
dos recentes avancos na compreensao do papel de lipideos na ativagdo hipotalamica de
resposta inflamatoria cronica, ainda nao se sabe o impacto que gorduras interesterificadas,
recentemente presentes nos produtos alimenticios industrializados, podem desencadear em

processos celulares que controlam a homeostasia energética em camundongos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral:
. Avaliar o balango energético em resposta ao consumo de dieta com gordura

interesterificada em camundongos.

2.2 Especificos:
Em animais alimentados com dieta rica em gordura interesterificada e/ou tratados com
os seus metabolitos via intracerebroventricular ou suplementados com oleo interesterificado

em diferentes tempos de exposi¢ao e/ou tratamento, foram avaliados:

o Ganho de massa corporal, gasto energético e ingestdo de dieta;

o Sensibilidade hipotalamica aos hormdnios leptina e insulina e marcadores das vias de
sinalizagao;

° Marcadores das vias de sinalizag¢ao de leptina e insulina no hipotalamo;

o Marcadores de vias inflamatorias, de estresse de reticulo endoplasmatico e de

autofagia no hipotélamo.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Questdes éticas

Os protocolos experimentais realizados com animais Swiss foram aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa Animal da UNICAMP, registrados sob o nimero 5763-1/2021
(Anexo I). Os demais, realizados com camundongos C57BL/6 foram aprovados pelo AECOM
Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC), New York, United State registrados
sob o numero #00001051 (Anexo II).

3.2 Animais e condicdes experimentais

Foram utilizados camundongos de duas linhagens diferentes. Camundongos machos
da linhagem Swiss provenientes do Centro de Bioterismo da Universidade Estadual de
Campinas (CEMIB/UNICAMP) foram obtidos com trés semanas de vida. Os camundongos
machos da linhagem C57BL/6 provenientes do Institutional Animal Care and Use Committee
(IACUC) foram obtidos com dois meses de vida.

Os animais foram alocados individualmente em gaiolas, mantidos no biotério em
condi¢gdes controladas de temperatura (22£1°C), ciclo de luminosidade (12h claro e 12h
escuro) e separados aleatoriamente nos diferentes grupos experimentais. Os delineamentos
dos protocolos experimentais e as linhagens utilizadas estdo descritos nas legendas das
respectivas figuras.

As dietas foram preparadas de acordo com o American Institute of Nutrition (Reeves;
Nielsen; Fahey, 1993), recomendada para roedores, ¢ mantidas congeladas a -20° C até o
momento do oferecimento. Os 6leos de palma natural e interesterificado foram fornecidos

pela Empresa Agropalma - SA. A composicao das dietas oferecidas esta listada na Tabela 1.



Tabela 1. Composicao das dietas experimentais
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NORMOCALORICA NORMOCALORICA HIPERCALORICA HIPERCALORICA
NORMOLIPIDICA NORMOLIPIDICA HIPERLIPIDICA HIPERLIPIDICA
INTERESTERIFICADA INTERESTERIFICADA
Ingredientes (g)
10% de 6leo de palma 10% de 6leo de palma 45% de oleo de 45% de oleo de
natural interesterificado palma natural palma
interesterificado
PO 1PO POHF IPOHF
Amido 515,7 515,7 167,1 167,1
Caseina 140 140 167 167
Maltodextrose 155 155 125 125
Sacarose 50 50 201 201
Oleo de palma 40 - 240 ---
natural
Oleo de palma --- 40 - 240
interesterificado
Fibras (celulose) 50 50 50 50
Mix minerais 35 35 35 35
Mix vitaminas 10 10 10 10
L-cistina 1,8 1,8 2.4 2.4
Bitartarato de 2,5 2,5 2.5 2,5
colina
Valor energético 3800 3800 4800 4800

(kcal/kg)

3.3 Caracterizacdo quimica das fontes lipidicas das dietas

A andlise da composicdo em acidos graxos foi realizada utilizando cromatografo em

fase gasosa com coluna capilar — CGC Agilent 6850 Series GC System, ap0s esterificacao. Os

ésteres metilicos de acidos graxos foram separados de acordo com o método AOCS Ce 2-66

(AOCS, 2009) em coluna capilar DB — 23 Agilent (50% cyanopropyl-methylpolysiloxano),

com as seguintes dimensdes: 60m, didmetro interno: 0,25 mm e 0,25 um de espessura filme.

Condi¢des de andlise: temperatura do forno: 110°C por Smin, 110°C-215°C (5°C/min), 215°C

por 24 min; temperatura do detector: 280°C; temperatura do injetor 250°C; gas de arraste:

hélio; razdo split 1:50; volume injetado: 1,0uL. A composicdo qualitativa foi determinada por

comparagdo dos tempos de retencdo dos picos com os dos respectivos padrdes de acidos

graxos. A composicdo quantitativa foi realizada por normaliza¢do de area, sendo expressa
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como porcentagem em massa. O perfil de 4cidos graxos encontrado no 6leo de palma natural

e interesterificado se encontra na Tabela 2.

Tabela 2. Composicio de acidos graxos do 6leo de palma natural e interesterificado

Acido graxo

Oleo de palma natural (%)

Oleo de palma interesterificado (%)

C 10:0 (Caprico) 0,046 0,033

C 12:0 (LAurico) 0,549 0,404

C 14:0 (Miristico) 1,316 0,922

C 15:0 (Pentadecanéico) 0,057 0,053

C 16:0 (Palmitico) 41,935 41,436

C 16:1 (Palmitoléico) 0,173 0,160

C 17:0 (Heptadecanoico) 0,109 0,109

C 17:1 (cis-9-heptadecendico) 0,033 0,026

C 18:0 (Estearico) 5,181 4,956

C 18:1 trans (Elaidico) 0,000 0,000

C 18:1 (Oleico) 40,732 41,739

C 18:2 trans (Linoelaidico) 0,100 0,150

C 18:2 (Linoleico) 8,770 9,065

C 18:3 (Linolénico) 0,251 0,227

C 20:0 (Araquidico) 0,428 0,412

C 20:1 (Gadoleico) 0,153 0,150

C 22:0 (Behénico) 0,074 0,077

C 24:0 (Lignocérico) 0,093 0,080
Total (%) 100 100

AG SATURADO 49,787 48,483

AG INSATURADO 50,213 51,517

AG MONO 41,092 42,075

AG POLI 9,121 9,442
TOTAL 100 100

O valor obtido representa a média de duas analises.
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Para andlise da distribui¢do regioespecifica dos Oleos de palma natural e
interesterificado, a espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de alta resolugdo de
carbono-13 (13C RMN) das cadeias acila dos triacilglicerois foi utilizada como método
quantitativo para andlise regioespecifica. A andlise foi realizada no Espectrometro de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) Bruker Advance DPX 300 (Silberstreifen,
Rheinstetten, Germany). A determinacdo do 13C foi realizada na frequéncia de 75.8 MHz,
com probe multinuclear de 5 mm e operacdo a 30°C, segundo a metodologia de Vlahov

(1998). O resultado da distribuicdo regioespecifica ¢ apresentado na Tabela 3.

Tabela 3. Posicao dos acidos graxos obtidos pela analise de distribuicdo regioespecifica
do oleo de palma natural e interesterificado

Posicao do acido graxo Oleo de palma natural (%) Oleo de palma interesterificado (%)
Saturados sn-1,3 77,6 24,2
Insaturados sn-1,3 22,4 75,8
Total (%) 100,0 100,0
Saturados sn-2 18,1 65,9
Insaturados sn-2 81,9 34,1
Total (%) 100,0 100,0

3.4 Parametros metabolicos

3.4.1 Avaliacdo do consumo alimentar e da massa corporal dos animais

Foram aferidos massa corporal e consumo alimentar dos animais ao longo de todo o
periodo experimental, diariamente e/ou semanalmente, em balanga analitica. Para o calculo da
quantidade de ingerida ingerida, foi calculada a diferenca entre a quantidade total de ragdo

colocada e o peso da ragdo que restou na gaiola.

3.4.2 Analise da composicio corporal por Ressoniancia Magnética (MRI)

A composicao corporal dos grupos experimentais realizados com camundongos da
linhagem C57BL/6 foi analisada por MRI nos tempos 0 e 7 dias de dieta. O tempo “0”
representa o antes da separagdo dos grupos e inicio dos protocolos experimentais

experimentais.
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3.4.3 Teste de tolerancia oral a glicose

Os animais ficaram em jejum durante 4 horas antes do teste com glicose. Por meio de
corte na extremidade da cauda do animal, foi efetuada uma primeira coleta de sangue para a
dosagem de glicemia, equivalente ao tempo zero (t0) do teste. Em seguida, realizamos a
injecdo de uma solucdo glicosada a 50% (2,5 g/Kg de peso corporal), que foi administrada
via oral com o auxilio da agulha de gavagem e, posteriormente, coletamos amostras
sanguineas nos tempos 15, 30, 60, 120 minutos, para as dosagens de glicose. Os valores de

glicemia foram mensurados usando monitor de glicose (Accu-Check Performa, Roche).

3.4.4 Administraciao dos tratamentos

3.4.4.1 Tratamento intraperitoneal (ip) de leptina e intracerebroventricular (icv)
com leptina

Os camundongos foram mantidos em jejum por 12 horas, com acesso ad libitum a
agua durante o periodo. No periodo subsequente, os animais receberam uma dose
intraperitoneal (ip) (Spg/g) (Garcia-Galiano et al., 2017) ou intracerebroventricular (icv)
(0,5pg/ul) (El-Haschimi et al., 2000) de leptina ou veiculo PBS no inicio do ciclo escuro e
foram alocados nas gaiolas com acesso livre as respectivas dietas. Apds lh, 3h e 12h, foram
aferidos massa corporal e ingestdo alimentar. Para andlise de proteinas especificas da cascata
de sinalizacdo da leptina, ap6s 12 horas de jejum, os animais receberam o estimulo icv
(0,5pg/ul) com leptina e foram aguardados 15 minutos. Em seguida, os animais foram

eutanasiados e o tecido hipotalamico foi coletado.

3.4.4.2 Tratamento icv com 2-palmitoilglicerol

Os camundongos foram mantidos com acesso ad libitum a 4gua e ragao comercial no
periodo anterior ao procedimento cirurgico. Os animais foram submetidos a cirurgia de
estereotaxia e microagulhamento da regido hipotalamica e receberam inje¢ao icv de 2ul (180
uM) de 2-palmitoilglicerol (PG), palmitato (PA) ou BSA (CT). Posteriormente a cirurgia,
receberam analgésico e foram novamente alocados nas gaiolas com acesso livre a ragao
comercial e agua. No final do dia, foram deixados em jejum por 16 horas. Apos este periodo,

os animais foram eutanasiados e o tecido hipotalamico foi coletado.
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3.5 Cirurgia de estereotaxia

3.5.1 Microagulhamento no hipotilamo e/ou implante de cinulas

Os animais foram anestesiados via inalacdo com isofluorano (3 - 5%) e alocados no
aparelho estereotdxico. Usando o bregma como ponto de referéncia, o cranio foi entdo
perfurado de acordo com as coordenadas estereotaxicas (AP: -0,34; L: -1,00; DV: -2,2)
(Paxinos e Watson, 2007) e a agulha foi inserida cuidadosamente no ventriculo lateral
hipotalamico.

Microagulhamento no hipotialamo: Os animais receberam inje¢do icv imediata de
leptina, massa corporal e ingestdo foram avaliados nos tempos citados anteriormente ou 15
minutos apds estimulo, os animais foram eutanasiados e o tecido hipotalamico foi coletado
para analise de proteinas por Western Blot.

Implantagdo de cinulas: A canula foi implantada e fixada ao cranio do animal com
cimento acrilico polimerizante. Apds a cirurgia, os animais receberam uma dose ip do
anti-inflamatodrio carprofeno (10ul/5g do animal) e foram mantidos em descanso pos cirtirgico
por cinco dias. Apos este periodo, o correto posicionamento da canula foi testado com injegao
icv de angiotensina II. Os animais que responderam ao teste (aumento da polidipsia) foram
incluidos no experimento. No dia posterior ao teste, os animais foram estimulados icv com

leptina e a massa corporal e a ingestao alimentar foram avaliados.

3.6 Coleta de tecidos

Para a coleta de tecidos, foi realizada a administragdo intraperitoneal de anestésicos
nas seguintes proporg¢oes: Ketamina (100 mg/kg), Xilazina (10 mg/kg) e Diazepam (5 mg/kg).
Como controle da anestesia, a perda do reflexo pedal foi utilizada. Os tecidos foram extraidos
e em seguida congelados a -80°C para posterior analise. O sangue foi coletado por
decapitacdo e os tubos com as amostras foram instantdneamente colocados em gelo e,
posteriormente, centrifugados a 4°C, 1000 RPM, por 30 minutos. O soro foi coletado e

congelado a -80° C para analise posterior.

3.7 Preparo dos tratamentos

A solugdo de estoque de palmitato (PA) (Sigma-Aldrich-P0500) e 2-palmitoilglicerol
(PG) (sc-203465) foram preparadas a partir da dissolugdo dos reagentes em DMSO e
conjugados com BSA. Para melhor solubilizagdo, as misturas foram aquecidas brevemente no

banho seco a 65°C e homogeneizadas em agitacao.
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A solu¢do de estoque de leptina foi diluida em PBS 1x estéril. A solug¢do de estoque de
insulina foi preparada a partir da diluigdo em CO2 Independent Medium (ThermoFisher

Scientific 18045088). Todas as solugdes de estoque foram armazenadas em -80°C.

3.8 Protocolo Ex vivo

Os animais foram eutanasiados e submetidos a extracao e isolamento do hipotalamo
conforme descrito anteriormente. Em seguida, os tecidos extraidos foram lavados com
solu¢do de PBS (Phosphate-bufferid saline) 1x. Posteriormente, foram colocados em placas
6-well contendo meio COZ2 independent medium adicionado do tratamento com insulina
Humulin® (10 nM). Por fim, as amostras foram lavadas com o tampado PBS 1x e, em seguida,
congeladas no nitrogénio em uma temperatura de aproximadamente -80°C. Os marcadores da

cascata de sinalizagdo da insulina foram avaliados por Western Blot.

3.9 Bioenergética celular (Seahorse)

A Dbioenergética tecidual foi determinada usando um respirdmetro Seahorse.
Resumidamente, o tecido adiposo inguinal, figado e tecido adiposo marrom foram coletados
rapidamente apos o sacrificio e enxaguados com tampao Krebs-Henseleit (KHB) (NaCl 111
mM, KCI 4, 7 mM, MgS0O4 2 mM, Na2HPO4 1, 2 mM, carnitina 0, 5 mM, glicose 2, 5 mM e
piruvato de s6dio 10 mM). Os tecidos foram cortados em pequenos pedacgos (6-10 mg) e
rapidamente transferidos para pogos individuais de uma placa XF24. Pecas individuais foram
estabilizadas contra movimento excessivo por telas de captura de ilhotas (Seahorse
Bioscience) e 450 uL de KHB foram adicionados a cada pogo. Digitonina foi adicionada para
aumentar a permeabilidade da membrana plasmatica. As taxas de consumo basal de oxigénio
(OCR) foram determinadas de acordo com o seguinte plano: leituras basais registradas a cada
2 minutos durante 10 leituras, seguidas de exposicao a digitonina. As leituras subsequentes
foram registradas apos 2 minutos de mistura e 2 minutos de descanso. Os valores basais de

OCR foram normalizados para pesos individuais de cada tecido.

3.10 Isolamento da fracao vascular estromal (FVYS)

O tecido adiposo inguinal foi coletado e os linfonodos foram isolados. A gordura foi
suavemente picada em pedagos finos usando duas laminas e colocada em tubos de 50 mL
contendo HBSS 1X (sem Mg2+ ou Ca2+) suplementado com 0,5% de BSA. Apos a
eutanasia, uma solugdo de colagenase tipo II foi adicionada aos tubos e incubada em agitador
rotativo (200 rpm) a 37 °C por 30/40 minutos. A lise de globulos vermelhos foi realizada com

Ix tampao de lise de globulos vermelhos diluido em &4gua deionizada. As células em
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suspensdo de células foram filtradas através de um filtro de células de 100 pm e depois de 50
um. O sedimento celular foi coletado como fragao vascular estromal (FVS) por centrifugacao

e ressuspendido para analise por citometria de fluxo.

3.11 Citometria de fluxo

A fracdo vascular estromal (FVS) foi ressuspendida em PBS 1x contendo 5% de FBS
e 2mM de EDTA e pipetado em uma placa de 96 pogos para coloragdo. As células foram
primeiro incubadas com corantes “Live/Deads”, depois, o bloqueio dos receptores Fc durante
15 min/4°C. Em segundo lugar, as amostras foram lavadas e incubadas com anticorpos
extracelulares durante 30 min/4°C. Apos esta etapa, as células foram novamente lavadas e
ressuspendidas em tampao intracelular/permeabilizacao (Invitrogen 512343 e 00522356) por
mais 30 min/4°C, seguido pela coloracdo intracelular. Os pellets de células foram
ressuspendidos e adquiridos usando Cytek Aurora Flow Cytometer e analisados pelo software

BD FlowJo v10.8.

3.12 Estratégia de gating

As células Lin foram bloqueadas para avaliacao de progenitores de adipdcitos usando
CD24, PDGFRa e PDGFRB. As células endoteliais foram identificadas como CD31+. Para
analise de linfocitos, primeiro excluimos marcadores de macréfagos (CD206-, CDl1lc-,
CD11b-, F4/80-). Para macrofagos utilizamos populagdes duplamente positivas CDI11B e
F480. Macrofagos semelhantes a M1 expressam CD11C e macrofagos semelhantes a M2
expressam CD206. Para células B usamos B220. Para células NK usamos NK1.1 e CD3. De
células ndo B usamos CD3, CD4, CDS e Treg para células T.

3.13 Western Blot

Os extratos proteicos totais foram ressuspensos em tampao de Laemmli e aplicados
em gel de poliacrilamida para separagdo por eletroforese (SDS-PAGE). Em seguida, as
proteinas foram separadas em SDS-PAGE e transferidas em sistema “molhado” para a
membrana de nitrocelulose em aparelho de transferéncia da BIO-RAD. A ligagao do
anticorpo a proteinas ndo-especificas foi minimizada pela pré-incuba¢do da membrana de
nitrocelulose com tampao de bloqueio (Albumina 5%) por 2 horas. Apos esse processo, a
membrana de nitrocelulose foi incubada overnight com anticorpos especificos para deteccao
das bandas das proteinas da via da leptina como STAT3 (Rhea Biotech IM-0447), p-STAT3
(Cell Signaling #91455), JAK2 (Bioss Bs-0908R) e proteinas da cascata de sinalizacdo de
insulina AKT (Cell Signaling #4691T), p-AKT (Cell Signaling #4060), PTP1B (Abcam
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Ab52650). Tubulina (Sigma-Aldrich-T5268) ¢ GAPDH (Santa Cruz sc25778), foram
selecionados como controles endogenos. O sinal foi detectado por meio de
quimioluminescéncia utilizando kit Pierce ECL Western Blot Substrate (ThermoFisher),

identificadas na autoradiografia e quantificadas através de densitometria optica, pelo sofiware

ImageJ (Rasband, 1997-2014).

3.14 Expressio génica

As amostras foram descongeladas em gelo e o RNA total foi extraido com o reagente
TRIzol (ThermoFisher Scientific) segundo o manual do fabricante. Os tecidos foram
homogeneizados no beadruptor por 45 segundos. Em seguida, foi adicionado cloroféormio e o
homogenato foi centrifugado 4°C por 15 minutos. O sobrenadante foi coletado e transferido
para tubos novos. Assim, iniciou-se a etapa de solubilizagcdo do conteudo através da adicao de
isopropanol e centrifugacdo a 4°C por 10 minutos e o sobrenadante foi descartado. Para as
etapas de lavagem, utilizou-se o etanol 75% e 100%, respectivamente. O material foi
centrifugado pela tltima vez a 4°C por 5 minutos. O etanol foi descartado e o pellet das
amostras hipotalamicas foi ressuspendido em 10 pL de 4gua ultrapura (Invitrogen). A leitura
da concentragdo e pureza do RNA foi obtida por espectrofotometria (Nanodrop, Thermo
Scientific). Para a transcri¢ao reversa, o kit High Capacity ¢cDNA para reagao em cadeia da
polimerase em tempo real (RT-qPCR, Invitrogen®, Sao Paulo, Brasil) foi utilizado para a
sintese de 20uL. de DNA complementar (cDNA). O contetdo de mRNA dos genes avaliados
foram analisados por RT-qPCR utilizando-se o sistema TagMan (AppliedBiosystems) ou
SYBR (Bio-Rad). A expressdo alvo foi normalizada em relacdo a expressdao de GAPDH e a

consequente obtencao de fold change foi realizada pelo método AACt.

3.15 Analise estatistica

Os dados obtidos foram testados para a distribuicdo normal (Shapiro-Wilk).
Constatada a normalidade, as amostras foram submetidas a analise de varidncia de uma via
(One-way ANOVA) ou a andlise de variancia de duas vias (Two-way ANOVA). Quando
constatada a presenca de diferenca estatistica, foram realizados os testes post-hoc de Tukey.
Para avaliacao do efeito isolado da qualidade lipidica da dieta, foi aplicado o teste ¢ student ou
U de Mann-Whitney para comparagdo entre dois grupos (POxIPO ou POHFxIPOHF). Em
todos os casos foi considerada uma significancia de p<0,05. Os resultados foram processados
pelo programa GraphPad Prism versao 9.0 (GraphPad Software, La Jolla-Ca, USA) e

expressos como média + erro padrao.
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4. RESULTADOS

Nos investigamos os efeitos da interesterificagdo sobre a homeostasia energética e

sensibilidade hipotalamica a insulina e leptina. Para isso, dividimos o estudo em duas etapas:

o Etapa 1: Avaliagdo de parametros metabodlicos e resisténcia a leptina em animais
alimentados com dieta rica em gordura interesterificada;

o Etapa 2: Avaliagdo de parametros metabdlicos e resisténcia a insulina em animais
alimentados com dieta rica em gordura interesterificada ou suplementados com o6leo
de palma interesterificado..

Etapa 1: Avaliacdo de parimetros metabélicos e resisténcia a leptina em animais
alimentados com dieta rica em gordura interesterificada.

4.1 Protocolo experimental 1 - Avaliacdo de parimetros metabdlicos e moleculares de
animais alimentados com dieta hiperlipidica composta com gordura interesterificada

Investigamos os efeitos da ingestdo da gordura interesterificada em parametros
metabolicos e moleculares. Para isso, foram utilizados camundongos Swiss, provenientes do
CEMIB/UNICAMP com trés semanas de idade. Com seis semanas de idade, apds periodo de
aclimatagdo, os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos experimentais,
submetidos as dietas hiperlipidicas compostas com 6leo de palma natural (POHF) e 6leo de
palma interesterificado (IPOHF), contendo 45% de lipidios na composi¢ao. O delineamento

do protocolo experimental estd descrito na figura 4.
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Figura 4. Delineamento referente ao protocolo experimental 1. Os animais foram separados, com trés semanas de idade,
em gaiolas individuais, passando a receber dieta controle comercial e agua ad libitum, até que completassem seis semanas de
vida. Ao atingir a idade, os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos experimentais: grupo alimentado com
dieta hiperlipidica com 6leo de palma natural (POHF) e grupo alimentado com dieta hiperlipidica com 6leo de palma
interesterificado (IPOHF). Os animais receberam as dietas por uma semana. Massa corporal e ingestdo alimentar foram
avaliados diariamente. No sétimo dia, os grupos foram deixados em jejum por 12 horas. Ao final do periodo, aplicou-se
leptina intraperitoneal (ip) e ganho de massa corporal (g) e ingestdo alimentar (g) foram avaliados nos seguintes tempos: 1, 3,
12 horas. Ao final da primeira semana de dieta, o periodo experimental foi prorrogado até a quarta semana. Ingestdo
alimentar e ganho de massa corporal foram avaliados semanalmente. Ao final da quarta semana, os animais foram
submetidos a cirurgia estereotaxica para implante de canula no hipotalamo. Os mesmos ficaram cinco dias em recuperacéo
pos cirurgia. Apds o periodo, os grupos foram deixados em jejum por 12 horas para inje¢do de leptina via
intracerebroventricular (icv) e avaliagdo da ingestdo alimentar (g) e ganho de massa corporal (g) nos seguintes tempos: 1, 3,
12 horas. Posteriormente, os animais foram deixados novamente em jejum de 12 horas para o estimulo com leptina via icv.
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Depois de 15 minutos, foi realizada a eutanasia para coleta do tecido hipotaldmico e posterior analise de expressdo génica.
Figura produzida no biorender.com.

Em um primeiro momento, os grupos receberam a dieta por uma semana. Os mesmos
foram alocados em gaiolas individuais (n=9-10/grupo) com dieta e agua ad libitum no
decorrer do tempo experimental. Massa corporal e ingestdo alimentar foram mensurados
diariamente (Figura 5 e 6). Nao foram observadas diferengas estatisticas nos parametros

analisados (Fig. 5 A, B e 6 A, B).
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Figura 5. O efeito da dieta hiperlipidica rica em é6leo de palma natural ou interesterificado no ganho de massa
corporal de camundongos da linhagem Swiss apés uma semana. A) Evolucdo da massa corporal (g) ¢ B) Ganho total de
peso (g) de camundongos Swiss alimentados com hiperlipidica composta com 6leo de palma natural (POHF) ou dleo de
palma interesterificado (IPOHF) por uma semana. Os valores sdo mostrados como média + erro padrao da média. p <0,05. n
= 9-10 animais/grupo. (A) Two-Way ANOVA, (B) Teste ¢ de Student.
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Figura 6. O efeito da dieta hiperlipidica rica em 6leo de palma natural ou interesterificado na ingestio alimentar de
camundongos da linhagem Swiss apés uma semana. A) Ingestdo alimentar (g/dia), B) Ingestao alimentar cumulativa (g) de
camundongos Swiss alimentados com dieta hiperlipidica composta por 6leo de palma natural (POHF) ou 6leo de palma
interesterificado (IPOHF) por uma semana. Os valores sdo mostrados como média + erro padrdo da média. p <0,05. n = 8-10
animais/grupo. A) Two-Way ANOVA, B) Teste t de Student.
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Para determinarmos se o estado metabdlico ¢ influenciado pela ingestdo da dieta
hiperlipidica composta com gordura interesterificada, os animais ficaram em jejum por um
periodo breve de quatro horas e a glicemia foi analisada.

De acordo com os dados obtidos, tanto POHF quanto IPOHF tiveram um aumento
acentuado na glicemia em jejum (Fig. 7 A, B), indicando a possibilidade de prejuizos na
homeostase glicémica. No entanto, quando comparados, ndo foram observadas diferencas

entre os grupos (Fig. 7 C).
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Figura 7. O efeito da dieta hiperlipidica rica em 6leo de palma natural ou interesterificado na glicemia de
camundongos da linhagem Swiss apés uma semana. A, B) Glicemia (mg/dL) antes (dia 0) e apds sete dias (dia 7) de dieta
com 12 horas de jejum nos grupos POHF, IPOHF, respectivamente, C) Glicemia (mg/dL) apo6s 12 horas de jejum em
camundongos Swiss alimentados com dieta hiperlipidica composta por 6leo de palma natural (POHF) e 6leo de palma
interesterificado (IPOHF) por uma semana. Os valores sdo mostrados como média = erro padrio da média. *p <0,05. n =
9-10 animais/grupo. A, B, C) Teste U de Mann-Whitney.

A leptina ¢ um dos principais sinalizadores periféricos que controlam a atividade
neuronal do hipotdlamo, regido do sistema nervoso central responsavel pelo controle
fisiologico da fome. Porém, em decorréncia da alta ingestdo de &cidos graxos modificados,
especialmente de gordura trans e interesterificada, a capacidade destes sinalizadores de
regular a fome-saciedade pode apresentar alteragdes, comprometendo o controle hipotaldmico
da homeostasia energética.

Portanto, buscamos analisar se e a partir de qual momento o consumo da gordura
interesterificada poderia interferir na acdo da leptina no hipotdlamo. Para isso, os animais
alimentados com dieta rica em gordura interesterificada por uma semana receberam uma dose
intraperitoneal (ip) de leptina e/ou veiculo PBS apos 12 horas de jejum para acompanhamento

da ganho de massa corporal e da ingestdo alimentar com 1, 3 e 12 horas (Figura 8 e 9).
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Figura 8. O efeito da dieta hiperlipidica rica em 6leo de palma natural ou interesterificado na massa corporal de
camundongos da linhagem Swiss apés o tratamento intraperitoneal (ip) com leptina ao final de uma semana. A, B, C)
Ganho de massa (g) com 1, 3 e 12 horas, respectivamente, apos a aplicagdo intraperitoneal (ip) de leptina (5 ug/g de animal)
(-ip lep) em camundongos Swiss alimentados com dieta hiperlipidica composta com 6leo de palma natural (POHF) ou 6leo de
palma interesterificado (IPOHF) ao final de uma semana. Os valores sdo mostrados média =+ erro padrdo. *p <0,05, **p <
0,005. n = 4-5 animais/grupo. Two-Way ANOVA seguido pelo pds-teste Tukey para multiplas comparagdes.
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Figura 9. O efeito da dieta hiperlipidica rica em 6leo de palma natural ou interesterificado na ingestio alimentar de
camundongos da linhagem Swiss apos o tratamento intraperitoneal (ip) com leptina ao final de uma semana. A, B, C)
Delta da ingestao alimentar g) com 1, 3 e 12 horas, respectivamente, apds a aplicacdo intraperitoneal (ip) de leptina (5 ug/g
de animal) (-ip lep) em camundongos Swiss alimentados com dieta hiperlipidica composta com 6leo de palma natural
(POHF) ou ¢leo de palma interesterificado (IPOHF) por uma semana. Os valores sdo mostrados média + erro padrao da
média. *p <0,05. n = 4-5 animais/grupo. Two-Way ANOVA.

Os resultados mostram que apods trés horas do tratamento com leptina, os animais
IPOHF-lep tiveram uma redu¢do da massa corporal em relagdo ao seu controle (IPOHF)
(Fig. 8 B). No entanto, ndo foram observadas diferengas na massa corporal e na ingestao
alimentar nos demais tempos analisados para ambos os grupos.

Uma vez que a exposi¢ao a dieta rica em gordura interesterificada por uma
semana e a administragdo de leptina via ip ndo modulam a massa corporal e a ingestdo
alimentar em ambos o0s grupos, o proximo passo foi prolongar o periodo experimental para
quatro semanas. Os animais seguiram com acesso livre as dietas e a massa corporal ¢ a

ingestdo foram avaliados semanalmente (Figura 10, 11).
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Figura 10. O efeito da dieta hiperlipidica rica em éleo de palma natural ou interesterificado no ganho de massa
corporal de camundongos da linhagem Swiss ap6s quatro semanas. A) Evolucdo semanal da massa corporal (g) e B)
Ganho total de peso (g) de camundongos Swiss alimentados com dieta hiperlipidica composta com 6leo de palma natural
(POHF) ou ¢leo de palma interesterificado (IPOHF) ao final de quatro semanas. Os valores sdo mostrados como média +
erro padrdo da média. *p <0,05. n=9-10 animais/grupo. A) Two-Way ANOVA, B) Teste t de student.

Ao longo de quatro semanas, também ndo observamos diferenca na evolu¢dao da massa

corporal e na ingestdo alimentar.
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Figura 11. O efeito da dieta hiperlipidica rica em 6leo de palma natural ou interesterificado na ingestao alimentar de
camundongos da linhagem Swiss apés quatro semanas. A) Ingestdo alimentar (g) semanal B) Ingestdo alimentar (g)
cumulativa de camundongos Swiss alimentados com dieta hiperlipidica composta por 6leo de palma natural (POHF) ou 6leo
de palma interesterificado (IPOHF) ao final de quatro semanas. Os valores sdo mostrados como média + erro padrao da
média. *p <0,05. n=9-10 animais/grupo. A) Two-Way ANOVA, B) Teste t de student.

Uma vez que com a administracdo periférica de leptina nao observamos diferencas
importantes na massa corporal e na ingestao de dieta, passamos a investigar resisténcia central
a leptina por meio da injecdo intracerebroventricular (icv) deste hormdnio, em animais
alimentados com gordura interesterificada. Apds um periodo de quatro semanas de exposicao
a dieta, os animais foram submetidos a cirurgia de estereotaxia e a implantagdo de uma canula

no ventriculo lateral para estimulo icv de leptina. Foram realizadas as avaliagdes das medidas

mostradas abaixo, nos tempos determinados anteriormente (Fig. 12 e 13).
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Figura 12. O efeito da dieta hiperlipidica rica em 6leo de palma natural ou interesterificado na massa corporal de
camundongos da linhagem Swiss apés o tratamento intracerebroventricular (icv) com leptina ao final de quatro
semanas. A, B, C) Ganho de massa corporal (g) com 1, 3 e 12 horas, respectivamente, apos a inje¢do icv de leptina (0,5
ug/ul) (-icv lep) em camundongos Swiss alimentados com dieta hiperlipidica composta por 6leo de palma natural (POHF) ou
interesterificado (IPOHF) ap6s quatro semanas. Os valores sdo mostrados média + erro padrdo da média. *p <0,05. n = 3-5
animais/grupo. Two-Way ANOVA.
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Figura 13. O efeito da dieta hiperlipidica rica em éleo de palma natural ou interesterificado na ingestio alimentar de
camundongos da linhagem Swiss apés o tratamento intracerebroventricular (icv) com leptina ao final de quatro
semanas. A, B, C) Delta da ingestdo alimentar (g) com 1, 3 e 12 horas, respectivamente, apos a aplicagdo icv de leptina
(0,5pg/ul) (-icv lep) em camundongos Swiss alimentados com dieta hiperlipidica composta por 6leo de palma natural
(POHF) ou interesterificado (IPOHF) apds quatro semanas. Os valores sdo mostrados como média + erro padrao da média.
*p <0,05. n = 3-5 animais/grupo. Two-Way ANOVA.

Nao foram encontradas diferengas estatisticas entre os grupos submetidos as dietas
hiperlipidicas compostas por 6leo de palma natural (POHF) e interesterificado (IPOHF).

Também investigamos se ocorreu alguma modulagdo importante a nivel hipotaldmico
nesses animais. Os mesmos foram estimulados icv com leptina (15 minutos) ap6s 12 horas de

jejum anterior a eutanasia para extracdo do tecido e analise do conteudo de transcritos de

neuropeptideos e citocinas inflamatorias (Fig. 14 e 15).
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Figura 14. Conteudo transcrito de RNA de neuropeptideos apos o tratamento icv com leptina em camundongos da
linhagem Swiss submetidos a dieta hiperlipidica rica em o6leo de palma natural e interesterificado. Expressao do
conteudo transcrito de RNA de A) Pomc e B) Npy, respectivamente por RT-qPCR no hipotadlamo de camundongos Swiss
tratados icv (0,5ug/ul) com PBS e/ou leptina (-icv lep) e submetidos a dieta hiperlipidica composta com 6leo de palma
natural (POHF, POHF-lep) e 6leo de palma interesterificado (IPOHF, IPOHF-lep) por quatro semanas. Os valores sdo
mostrados como média + erro padrdo da média.*p <0,05. n=3-5 animais/grupo. Two-Way ANOVA.

A leptina atua sobre as duas populagdes neuronais, estimulando a produ¢dao de POMC,
com atividade anorexigena, e inibindo NPY, que exerce fun¢do orexigena (PARK e AHIMA,
2014). De acordo com os dados apresentados, ndo foram observadas diferengas estatisticas.
Mais experimentos sdo necessarios para entendermos o papel da gordura interesterificada na

homeostase energética e regulacdo da leptina.
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Figura 15. Contetdo transcrito de RNA de citocinas apds o tratamento icv com leptina em camundongos da linhagem
Swiss submetidos a dieta hiperlipidica rica em 6leo de palma natural e interesterificado. Expressdo do contetido
transcrito de RNA de A4) 1I-15, B) Tnf-a e C) Ii-6, respectivamente por RT-qPCR no hipotalamo de camundongos Swiss
tratados icv (0,5pg/ul) com PBS e/ou leptina (-icv lep) e submetidos a dieta hiperlipidica composta com 6leo de palma
(POHF, POHF-lep) ou o6leo de palma interesterificado (IPOHF, IPOHF-lep) por quatro semanas. Os valores sdo mostrados
como média £+ erro padrdo da média.*p <0,05. n=3-5 animais/grupo. Twwo-Way ANOVA.

O nuamero pequeno de animais por grupo dificultou a confirmagdo estatistica dos
dados. Mais experimentos sdo necessarios para melhor compreensao do impacto da dieta rica
em gordura interesterificada sobre a sinalizacdo da leptina e consequentemente, ativagdo de
vias inflamatoérias e regulacio da fome.

Dessa forma, tendo em vista todos os resultados ja obtidos com os grupos
hiperlipidicos, buscamos verificar possiveis alteragdes relacionadas ao consumo de dietas
normolipidicas e normocaldricas compostas com 6leo de palma (PO) e 6leo de palma

interesterificado (IPO), isolando assim o efeito qualitativo da gordura da dieta.

4.2 Protocolo experimental 2 - Avaliacdo de parimetros metabdlicos e moleculares de
animais alimentados com dieta normolipidica composta com gordura interesterificada.

Os animais, ao completarem seis semanas, apds trés semanas de aclimatacao, foram
divididos aleatoriamente em dois grupos experimentais, submetidos as dietas normolipidicas
compostas com 6leo de palma natural (PO) e 6leo de palma interesterificado (IPO), contendo
10% de lipidios na composi¢do. O delineamento do protocolo experimental esta descrito a
seguir (Figura 16).

Os grupos receberam a dieta por uma semana. Os animais foram alocados em gaiolas
individuais (n=10/grupo) com dieta e dgua ad libitum no decorrer do tempo experimental. A
massa corporal e a ingestdo de dieta foram avaliadas no inicio e final do periodo experimental

(Fig. 17 A e B).
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Figura 16. Delineamento referente ao protocolo experimental 2. Os animais foram separados, com trés semanas de idade,
em gaiolas individuais, passando a receber dieta controle comercial e dgua ad libitum, até que completassem seis semanas de
vida. Ao atingir a idade, os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos experimentais: grupo alimentado com
dieta normolipidica com 6leo de palma natural (PO) e grupo alimentado com dieta normolipidica com 6leo de palma
interesterificado (IPO). Foram realizados dois periodos experimentais, sendo um deles de uma semana e o outro de quatro.
Os animais, em ambos o0s grupos, ao completarem o periodo de intervengdo dietética (uma ou quatro semanas) com as
respectivas dietas (PO e/ou IPO), passaram por um jejum de 12 horas para posterior estimulo intracerebroventricular (icv)
com leptina. Apos a aplicagdo, esperou-se 15 minutos. Em seguida, os animais foram eutanasiados e os tecidos coletados para
analises posteriores através da técnica de Western Blotting. Figura produzida no biorender.com.

Nao foram observadas diferencas em relagdo a massa corporal dos animais (Fig. 17
A). No entanto, o tempo de exposicdo de uma semana a dieta foi suficiente para modular a
ingestdo alimentar. De acordo com a Figura 17 B, os animais que receberam a dieta IPO

tiveram um consumo menor em relacdo ao seu controle.
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Figura 17. O efeito da dieta normolipidica rica em o6leo de palma natural ou interesterificado em parametros
metabdlicos de camundongos da linhagem Swiss apés uma semana. A) Massa corporal (g), B) Delta do ganho de peso
(g), C) Delta da ingestdo alimentar (g) ao final de uma semana de camundongos Swiss alimentados com dietas
normolipidicas compostas por 6leo de palma natural (PO) e dleo de palma interesterificado (IPO). Os valores sdo mostrados
como média + erro padrdo. ****p <0,0001. n=10 animais/grupo. Teste t de student.

Neste grupo investigamos a cascata de sinaliza¢do da leptina no hipotdlamo mediante

analise do conteudo proteico de marcadores importantes dessa via. Para isso, ap6s uma
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semana de dieta, os animais foram submetidos a cirurgia de estereotaxia de microagulhamento
para tratamento inico com leptina na regido do ventriculo lateral. Portanto, dividimos os dois
grupos totais (n=10/grupo) em dois subgrupos cada (n=5/grupo) para comportd-los como
controle (sem leptina) e tratamento (com leptina). Ap0s a cirurgia e os respectivos estimulos
(15 minutos), os animais foram eutanasiados e o tecido hipotalamico foi coletado para
posterior analises.

De acordo com as figuras 18 D a ingestdo de dieta rica em Oleo de palma
interesterificado durante uma semana parece prejudicar a sinalizacdo de proteinas downstream
do receptor de leptina (ObRb) como JAK2 apos estimulo com leptina, porém nio foram

observadas diferengas estatisticas.
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Figura 18. Expressio de proteinas em extrato protéico hipotalimico obtido ap6s o tratamento icv com leptina em
camundongos da linhagem Swiss submetidos a dieta composta com 6leo de palma natural ou interesterificado por
uma semana. Andlise por Western Blot da expressdo de A) STAT3, B) p-STAT3, C) p-STAT3/STAT3 ¢ D) JAK2,
respectivamente em extrato protéico hipotaldmico obtido de camundongos alimentados por uma semana com dieta
normolipidica composta com 6leo de palma (PO), 6leo de palma interesterificado (IPO) e/ou submetidos ao tratamento com
icv com leptina (-lep). n=3-4 animais/grupo.

Nosso proximo objetivo foi avaliar a sinalizagdo da via da leptina em animais
alimentados com a dieta interesterificada por um periodo de quatro semanas. Para isso, os
animais receberam o mesmo tratamento icv com leptina 15 minutos antes da eutanésia. Os
resultados estdo presentes na Figura 19 e ndo foram observadas diferencas. No entanto, esses

dados sdo ainda parciais e mais experimentos sdo necessarios para confirmagdo dos

resultados.
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Figura 19. Expressio de proteinas em extrato protéico hipotalimico obtido apdés o tratamento icv com leptina em
camundongos da linhagem Swiss submetidos a dieta composta com 6leo de palma natural ou interesterificado por
quatro semanas. Analise por Western Blot da expressdo de A) STAT3, B) p-STAT3, C) p-STAT3/STAT3 e D) JAK2,
respectivamente em extrato protéico hipotalamico obtido de camundongos alimentados por quatro semanas com dieta
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normolipidica composta com 6leo de palma (PO), 6leo de palma interesterificado (IPO) e/ou submetidos ao tratamento com
icv com leptina (-lep). n=3-5 animais/grupo.

Etapa 2: Avaliacdo de parametros metabdlicos e resisténcia a insulina em animais
alimentados com dieta rica em gordura interesterificada ou suplementados com dleo de

palma interesterificado.

4.3 Protocolo experimental 3 - Avaliacio da homeostase glicémica e expressdo génica
hipotalAmica de animais alimentados com dieta composta com gordura interesterificada

Nosso proximo passo foi investigar os efeitos da interesterificagdo na homeostasia
glicémica e expressdo gé€nica de citocinas e marcadores de inflamacao no tecido hipotalamico
dos animais.

Para isso, camundongos Swiss machos adultos receberam a dieta normocaldrica e
normolipidica composta com oOleo de palma natural (PO) e com dleo de palma
interesterificado (IPO), contendo 10% de lipidios na composi¢do e dieta hiperlipidica e
hipercalorica composta com oOleo de palma natural (POHF) e com O6leo de palma
interesterificado (IPOHF), contendo 45% de lipidios na composi¢do. O delineamento do

protocolo experimental estd descrito a seguir (Figura 20).
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Figura 20. Delineamento do protocolo experimental 3. Os animais foram separados com trés semanas de idade em gaiolas
individuais, passando a receber dieta controle comercial e agua ad libitum, até que completassem seis semanas de vida. Ao
atingir a idade, os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos experimentais: dieta controle com 10% do valor
calorico proveniente de lipidios (6leo de palma refinado ndo modificado) (PO), dieta controle interesterificada com 10% do
valor caldrico proveniente de lipidios (6leo de palma refinado interesterificado) (IPO), dieta hiperlipidica com 45% do valor
calorico proveniente de lipidios (6leo de palma refinado ndo modificado) (POHF) e dieta hiperlipidica interesterificada com
45% do valor calérico proveniente de lipidios (6leo de palma refinado interesterificado) (IPOHF). Os animais receberam as
dietas por quatro semanas. Peso ¢ ingestdo foram avaliados semanalmente. Na tltima semana de dieta, os grupos foram
submetidos ao GTT oral. Anteriormente a eutanasia, os animais foram submetidos a 12 horas de jejum. Ao final do periodo,
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foi realizada a eutanasia para coleta do tecido hipotalamico e posterior analise de expressdo génica pela técnica da RT-qPCR.
Figura produzida no biorender.com.

Ao final dos primeiros sete dias de oferta das dietas, os animais foram deixados em

jejum por quatro horas para avaliagdo da glicemia (Fig. 21).
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Figura 21. O efeito das dietas normolipidica e hiperlipidica ricas em 6leo de palma natural ou interesterificado na
glicemia em jejum de camundongos da linhagem Swiss apés uma semana. Glicemia (mg/dL) apos quatro horas de jejum
ao final de uma semana da oferta de dietas. PO: Oleo de palma natural; IPO: Oleo de palma interesterificado; POHF: Dieta

rica em Oleo de palma natural; IPOHF: Dieta rica em dleo de palma interesterificado. Os valores sdo mostrados como média

+ erro padrdo da média. **p<0,005. n=5-6/grupo. Two-Way ANOVA seguido pelo pds-teste Tukey para multiplas
comparagoes.

De acordo com os dados mostrados acima, os animais do grupo PO apresentaram uma
glicemia menor em comparacdo aos grupos hiperlipidicos (POHF, IPOHF). A fim de
explorarmos um pouco mais o efeito da dieta na modulacao de parametros metabodlicos, o
periodo experimental foi estendido para quatro semanas.

Ao analisarmos o peso dos animais (g), ndo observamos diferencgas estatisticas ao
comparar os grupos controle (PO versus IPO), nem os hiperlipidicos (POHF versus IPOHF).
Conforme o esperado, os animais pertencentes ao grupo hiperlipidico apresentaram maior

peso corporal durante o periodo estudado (Figura 22).
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Figura 22. O efeito das dietas normolipidica e hiperlipidica ricas em éleo de palma natural ou interesterificado no
ganho de massa corporal de camundongos da linhagem Swiss ao longo de quatro semanas. Variagdo da massa corporal
(g) de camundongos da linhagem Swiss durante todo o periodo experimental. PO: Oleo de palma natural; IPO: Oleo de
palma interesterificado; POHF: Dieta rica em 6leo de palma natural; IPOHF: Dieta rica em 6leo de palma interesterificado.
Os valores sao mostrados como média + erro padrao da média. p <0,05. n=6/grupo. Two-Way ANOVA.

Em relacdo a ingestdo alimentar, os dados parecem indicar uma maior ingestdo

alimentar em calorias do grupo IPO em comparagao aos demais grupos na primeira e segunda

semana (Fig. 23 A).
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Figura 23. O efeito das dietas normolipidica e hiperlipidica ricas em 6leo de palma natural ou interesterificado na
ingestdo alimentar de camundongos da linhagem Swiss ao longo de quatro semanas. A) Ingestdo alimentar (kcal/dia) e
B) Ingestdo alimentar cumulativa (g), C) Ingestdo cumulativa (kcal) de camundongos da linhagem Swiss ao final de quatro
semanas. PO: Oleo de palma natural; IPO: Oleo de palma interesterificado; POHF: Dieta rica em 6leo de palma natural,
IPOHF: Dieta rica em 6leo de palma interesterificado. Os valores sdo apresentados como média + erro padrdo da média.
p<0,05. n=6/grupo. A) Two-Way ANOVA seguido pelo pés-teste Tukey para multiplas comparagdes, *letras diferentes
indicam diferenga estatistica entre os grupos; B, C) Teste t de Student POxIPO, POHFxIPOHF.

No que diz respeito a homeostase glicémica dos animais, ndo foram encontradas
diferengas estatisticas na andlise da 4rea sob a curva do teste oral de tolerancia a glicose ao

final das quatro semanas (Fig. 24).
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Figura 24. O efeito das dietas normolipidica e hiperlipidica ricas em 6leo de palma natural ou interesterificado na
homeostase glicémica de camundongos da linhagem Swiss apés quatro semanas. A) Curva da glicemia, B) Area sob a
curva (AUC) do GTT oral. PO: Oleo de palma natural; IPO: Oleo de palma interesterificado; POHF: Dieta rica em 6leo de
palma natural; IPOHF: Dieta rica em 6leo de palma interesterificado. Os valores sdo apresentados como média + erro padrdo
da média. p<0,05. n=6/grupo. Two-Way ANOVA.

Uma vez que ndo observamos diferengas em parametros metabolicos de animais
submetidos aos quatros tipos de dietas durante o periodo experimental, passamos a investigar
se ocorreu alguma modulacao importante a nivel molecular em relacao a qualidade do lipidio.
Para isso, analisamos o contetido transcrito de RNA do hipotadlamo de animais submetidos a
dieta normolipidica e normocalérica composta com O6leos de palma natural (PO) ou

interesterificado (IPO) ao final de quatro semanas (Fig. 25).
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Figura 25. Conteudo transcrito de RNA de citocinas e do estresse de reticulo endoplasmatico do hipotalamo de
camundongos da linhagem Swiss submetidos a dieta com é6leo de palma natural e interesterificado por quatro
semanas. Expressdo do contetido transcrito de RNA de A) Tnf-a, B) Il-18, C) 1I-10, D) 1I-6, E) Sod-1, F) Ern-1, G) Atf6,
respectivamente por RT-qPCR no hipotalamo de camundongos submetidos a dieta composta com 6leo de palma natural (PO)
e oleo de palma interesterificado (IPO) por quatro semanas. Os valores sdo mostrados como média + erro padrao.*p <0,05.
n=8-10 animais/grupo. Teste ¢ de student.

De acordo com os nossos resultados, o grupo IPO apresentou um aumento da
expressao de //-1f, indicando uma possivel resposta inflamatéria a nivel central e, em

contraposi¢do, reducdo da expressao génica de //-10, um mediador antiinflamatoério.

4.4 Protocolo experimental 4 - Avaliacido da homeostase glicemica e expressido génica
hipotalimica de animais submetidos ao tratamento intracerebroventricular com
2-palmitoilglicerol

As sutis alteragdes encontradas na homeostasia hipotaldmica dos animais submetidos a
dieta rica em gordura interesterificada, nos fez questionar quais seriam os efeitos isolados do
lipidio interesterificado no sistema nervoso central. Para este propdsito, foram utilizados
camundongos C57BL/6 machos adultos. Os animais foram submetidos a cirurgia
estereotaxica para injecdo hipotalamica intracerebroventricular (icv) unica de 4cidos graxos
(180 uM, 2 uL/cada).

Os camundongos foram divididos em trés grupos experimentais: Controle (CT) -
estimulado icv com veiculo BSA, Palmitato (PA) ou Palmitoilglicerol (PG), um
monoacilglicerol, metabdlito da gordura interesterificada, contendo um palmitato na posi¢ao
central do glicerol (sn-2), o 2-palmitoilglicerol. O delineamento do protocolo experimental

esta descrito a seguir (Figura 26).
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Figura 26. Delineamento referente ao protocolo experimental 4. Camundongos C57BL/6 machos adultos foram foram
fornecidos pelo AECOM Institutional Animal Care and Use Committee com dois meses de vida. Os animais foram separados
em gaiolas individuais, passando a receber dieta controle comercial e agua ad libitum, até o final do protocolo experimental.
Os animais foram submetidos a cirurgia estereotaxica para injecdo hipotaldmica intracerebroventricular (icv) unica de acidos
graxos (180 uM, 2 ul/cada). Os camundongos foram divididos em trés grupos experimentais: Controle (CT) estimulado icv
com veiculo BSA; Palmitato (PA) - cido graxo palmitato; Palmitoilglicerol (PG) - 2-palmitoilglicerol, um monoacilglicerol,
metabolito da gordura interesterificada, contendo um palmitato na posic¢do central do glicerol (sn-2), o 2-palmitoilglicerol.
Apds o estimulo agudo, foi realizado um jejum de 16 horas. Em seguida, o peso corporal e a glicemia foram medidos.
Posteriormente, tecidos biologicos foram coletados e analisados através da técnica de rt-qPCR ou citometria de fluxo. Figura
produzida no biorender.com.

Apos o estimulo agudo, foi realizado jejum de 16 horas e em seguida os tecidos
bioldgicos foram coletados e analisados. A massa corporal e a glicemia foram medidos. Nao

foram encontradas diferencas estatisticas nos parametros analisados (Figura 27 A e B).
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Figura 27. Massa corporal e glicemia de jejum de camundongos da linhagem CS57BL/6 apés tratamento
intracerebroventricular com BSA, palmitato ou palmitoilglicerol. A) Massa corporal (g), B) Glicemia (mg/dL) m jejum de
camundongos da linhagem C57BL/6 apos tratamento intracerebroventricular (icv) unico (2 uL) com BSA (CT), palmitato
(PA) e palmitoilglicerol (PG). Os valores sdo apresentados como média + erro padrdo. p<0,05. n=5-7 animais/grupo. Teste
One-Way ANOVA.

Nesta primeira etapa foram realizados dois experimentos independentes para aumentar
o tamanho da amostra e confirmacdo dos dados. Porém, detectamos um problema com as
amostras controles e elas foram excluidas, conforme mostrado nos resultados a seguir (Figura
28 -31).

Aqui pretendemos investigar se alguma modulagdo significativa apés a inje¢do de

acidos graxos interesterificados ocorreu a nivel hipotalimico em camundongos. Os animais
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foram estimulados icv com PA ou PG (2 pL) e, apos 16 horas de jejum, periodo que
antecedeu a eutanasia, o tecido foi coletado para andlise do contetido de transcritos de
neuropeptideos, citocinas inflamatorias e genes relacionados ao processo autofagico.

De acordo com nossos dados, apds estimulo tnico de icv com PG e jejum, os
camundongos apresentaram aumento de Cart (Figura 28 D), sugerindo que os acidos graxos
interesterificados no SNC podem prejudicar a homeostase energética, uma vez que o0s
neurdnios produtores de Pomc/Cart responsaveis pela atividade anorexigena, com niveis
aumentados apds a alimentacdo, e neurdnios Npy/AgRP responsaveis pela atividade
orexigena, mais expressa durante o jejum (Millington, 2007).

A B
Npy Agrp

©
[ ©

% em relagao ao controle
% em relagéo ao controle
.

.

o
)

Pomc Cart

©
@

_‘F
jili
[

PG
Figura 28. Conteudo transcrito de RNA de neuropeptideos apos tratamento icv com palmitato ou palmitoilglicerol em
camundongos da linhagem C57BL/6. Expressdo do contetido transcrito de RNA A) Npy, B) Agrp, C) Pomc e D) Cart,
respectivamente por RT-qPCR no hipotdlamo de camundongos da linhagem C57BL/6 ap6s tratamento icv unico (2 uL) com

palmitato (PA) ou palmitoilglicerol (PG). Os valores sdo mostrados como média + erro padrdo da média.*p <0,05. n=4-5
animais/grupo. Teste t de student.
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Avaliamos expressdo génica de fatores pro-inflamatorios no hipotdlamo de
camundongos. A Figura 29 D mostra que a inje¢ao aguda de PG foi suficiente para aumentar
os niveis de F'4/80 em comparacdo com PA, indicando a possibilidade de aumento da ativacao
da microglia, células imunes residentes do cérebro. Mais experimentos sdo necessarios para

confirmar os dados obtidos.
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Figura 29. Conteudo transcrito de RNA de genes pré-inflamatorios apods tratamento icv com palmitato ou
palmitoilglicerol em camundongos da linhagem C57BL/6. Expressdo do conteudo transcrito de RNA de A) Tnf-a, B)
1I-1, C) Nfkb e D) F4/80 respectivamente por RT-qPCR no hipotdlamo de camundongos da linhagem CS57BL/6 apds
tratamento icv unico (2 pL) com palmitato (PA) ou palmitoilglicerol (PG). Os valores sdo mostrados como média + erro
padrao da média.*p <0,05. n=4-5 animais/grupo. Teste t de student.
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A autofagia ¢ um processo de degradacgdo lisossomal que contribui para a homeostase
celular. Dentre os tipos desse processo, encontra-se a macroautofagia, que depende da
formag¢do de uma estrutura denominada autofagossomo, capaz de capturar material para
degradagdo lisossomal (Valdor e Macian, 2012). Nosso objetivo aqui foi investigar se o
estimulo agudo central com 2-palmitoilglicerol estd relacionado ao desencadeamento da
autofagia hipotalamica.

Conforme visto na Figura 30 A, o PG aumentou a expressdo de Beclin, que esta
relacionada ao inicio do processo autofigico, importante para localizacdo de proteinas
autofagicas em uma estrutura pré-autofagica. Experimentos adicionais sdo necessarios para

confirmar os resultados obtidos.
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Figura 30. Conteudo transcrito de RNA de genes relacionados a autofagia e ao ciclo circadiano apés tratamento icv
com palmitato ou palmitoilglicerol em camundongos da linhagem C57BL/6. Expressdo do conteudo transcrito de RNA
de A) Beclin, B) Atg7, C) Clock, D) Bmall respectivamente por RT-qPCR no hipotdlamo de camundongos da linhagem
C57BL/6 apds tratamento icv unico (2 pL) com palmitato (PA) ou palmitoilglicerol (PG). Os valores sdo mostrados como
média + erro padrao.*p <0,05. n=4-5 animais/grupo. Teste t de student.
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Sabe-se que existe um eixo de comunicacao entre o cérebro e os tecidos periféricos,

como o tecido adiposo branco (WAT). Fatores metabolicamente ativos produzidos pelo WAT

podem acessar o SNC através da barreira hematoencefalica (BHE) e regular a

neuroinflamagdo e o estresse oxidativo. Por outro lado, o SNC, especificamente os neuronios

hipotalamicos, projetam-se para o sistema nervoso simpdatico (SNS) e conduzem fluxos

simpaticos para o tecido adiposo para modular a termogénese adaptativa, por exemplo (Luo e

Liu, 2016; Parimisetty et al, 2016).

Portanto, nosso proximo passo foi investigar se o tratamento hipotalamico icv com PG

poderia refletir na composi¢ao celular nos tecidos periféricos, especificamente no tecido

adiposo inguinal (iWAT). A estratégia de gating e os resultados da citometria de fluxo sdo

mostrados nas figuras 31 e 32, respectivamente.
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Figura 31. Estratégia de gating aplicada a analise geral de citometria de fluxo. Estratégia de gating aplicada a analise
geral de citometria de fluxo da fragdo vascular estromal isolada de tecido adiposo inguinal ap6s tratamento icv com palmitato
ou palmitoilglicerol em camundongos C57BL/6.
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Figura 32. Anilise de citometria de fluxo da fracdo vascular estromal isolada de tecido adiposo inguinal apés
tratamento icv com palmitato ou palmitoilglicerol em camundongos da linhagem C57BL/6. Porcentagem (%) de A)
Macroéfagos, B) M1, C) M2, D) Neutréfilos, E) Eosinoéfilos, F) Lin-, G) Células B, H) Treg, I) Células dendriticas, J)
CD45+, K) CD31, L ) CD9, M) CD8, N) CD4, O) NK, P) NKT, Q) PDGRF-alfa, R) PDGRF-beta, S) PDGFRa/b da fragdo
vascular estromal (FVS) do tecido adiposo inguinal (iWAT) de camundongos da linhagem C57BL/6 apds tratamento icv
unico (2pL) com BSA (CT), palmitato (PA) ou palmitoilglicerol (PG). Os valores sdo mostrados como média + erro padrio.
*p < 0,05, **p < 0,005. One-Way ANOVA seguido pelo pos-teste Tukey para multiplas comparagdes.

De acordo com os dados obtidos, uma unica injecao icv com PA e/ou PG foi suficiente
para aumentar a expressao de células T natural killer (Fig. 32 P), que sdo ativadas durante
uma variedade de infec¢des e condigdes inflamatorias.

Como a administragdo central de palmitoilglicerol, um metabdlito da gordura
interesterificada, pareceu modular os pardmetros metabolicos e moleculares analisados, nos
perguntamos quais poderiam ser os efeitos agudos sist€émicos da gordura interesterificada.
Portanto, realizamos a administragdo oral de 6leos por gavagem durante um periodo de uma

s€mana.
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4.5 Protocolo experimental 5 - Avaliacdo da composi¢io corporal, disponibilidade
bioenergética e contagem de células de camundongos suplementados com é6leo de palma natural
ou interesterificado

Camundongos C57BL/6 machos adultos foram divididos aleatoriamente em dois
grupos experimentais, submetidos a gavagem oral com 6leo de palma natural (PO) e 6leo de
palma interesterificado (IPO), duas vezes ao dia durante sete dias. Os animais tiveram acesso
a racdo e agua ad libitum durante todo o periodo experimental. O delineamento do protocolo

experimental estd descrito a seguir (Fig. 33).

Biotério de

Ciclo invertido \
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n “ 3
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Figura 33. Delineamento referente ao protocolo experimental 5. Camundongos C57BL/6 machos adultos foram foram
fornecidos pelo AECOM Institutional Animal Care and Use Committee com dois meses de vida. Os animais foram separados
em gaiolas individuais, passando a receber dieta controle comercial e agua ad libitum, até o final do protocolo experimental.
No dia zero, foi realizada a pesagem dos animais, da dieta a ser ofertada e o MRI (Magnetic Resonance Imaging), para
analise da composi¢do corporal. Em seguida, os camundongos foram divididos em dois grupos: suplementacéo oral com dleo
de palma natural (PO) e suplementacdo com o6leo de palma interesterificado (IPO). A suplementagdo aconteceu duas vezes
ao dia, ao longo de uma semana, nos mesmos horarios: 9h e 17h (100 pL de 6leo PO ou [PO/horério). A ingestdo alimentar
foi avaliada diariamente. Ao final do protocolo experimental (sétimo dia), os grupos foram pesados e novamente submetidos
ao MRI. Os animais foram deixados em jejum por 12 horas e, em seguida, foram eutanasiados e os tecidos coletados para
analises posteriores através da técnica de Seahorse ou citometria de fluxo. Figura produzida no biorender.com.

Antes do inicio do experimento (dia 0), a composi¢ao corporal dos animais foi
analisada por ressonancia magnética (MRI) bem como a quantidade de dieta fornecida. Os
animais receberam a suplementacdo com o6leos PO ou IPO por gavagem oral duas vezes ao
dia (100ul/hora, 200 pl/dia), sempre no mesmo horario (9h e 17h). A massa corporal e a
ingestdo de dieta foram medidos diariamente. Os dados de ingestdo de dieta sdo mostrados

abaixo na Figura 34.



58

>
w
O

PO
IPO

©
®
w
=)

*
®

o

-

Ingestao alimentar (g)
IN o
Ingestéo alimentar (g)
>
Ingestéo alimentar cumulativa (g)

o

N

N
NONONONN
kN

=)

N

=)
=]

-
©

Dia 0 Dia7 Di’ll 0 Di; 7 PO |PI°
Figura 34. O efeito do 6leo de palma natural e interesterificado na ingestio alimentar de camundongos da linhagem
C57BL/6 ap6s uma semana de suplementacido com 6leo de palma natural ou interesterificado. Ingestao alimentar (g)
dos grupos A) PO, B) IPO antes e apos intervengdo com 6leos por gavagem oral, C) Ingestdo alimentar cumulativa (g) de
camundongos C57BL/6 apoés intervengdo por gavagem oral com 6leo de palma natural (PO) ou interesterificado (IPO) duas

vezes ao dia (200ul/dia) durante uma semana. Os valores sdo mostrados como média + erro padrdo da média. *p < 0,05. n=6
animais/grupo. Teste t de student.

De acordo com os resultados, o grupo PO (Fig. 34 A) e o grupo IPO (Fig. 34 B)
apresentaram reduc¢do da ingestdo alimentar ao final do periodo experimental. Este resultado
era esperado, uma vez que os lipidios aumentam a saciedade. Porém, quando comparamos os
dois grupos ao final do periodo experimental, ndo encontramos diferencas (Fig. 34 C).

Ao final dos sete dias de administragdo do 6leo por gavagem, os animais ficaram em
jejum de 12 horas para mensuragdo da glicemia (Figura 35). Em seguida, foi realizada a
eutandsia e os tecidos bioldgicos foram coletados . O tecido adiposo inguinal (iWAT), o tecido
adiposo epididimal (eWAT) e o tecido adiposo marrom (BAT) foram pesados. Os valores
foram corrigidos de acordo com a massa corporal dos animais. Os dados sdo mostrados na
figura 36.
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Figura 35. O efeito do 6leo de palma natural e interesterificado na glicemia em jejum de camundongos da linhagem
C57BL/6 ap6s uma semana de suplementa¢io com o6leo de palma natural ou interesterificado. Glicemia (mg/dL) ao
final de 12 horas de jejum apds intervengdo com suplementacdo oral com dleo de palma natural (PO) ¢ interesterificado
(IPO) duas vezes ao dia (200ul/ dia) durante uma semana. Os valores sdo mostrados como média + erro padrdo da média. *p
< 0,05. n=6 animais/grupo. Teste t de student.

Nao foi encontrada diferenga estatistica nos niveis de glicemia entre os grupos
(Figura 35). Curiosamente, estes dados estdo alinhados com resultados anteriores obtidos no
nosso grupo. Os animais alimentados durante oito semanas com dieta rica em gordura
interesterificada tornaram-se hiperinsulinémicos, sinalizando um estado de pré-diabetes (dos
Santos et al., 2024). Também ndo foi encontrada diferenca estatistica em relagdo ao peso dos

tecidos adiposos dos animais ao final do periodo experimental (Figura 36).
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Figura 36. Relacdo peso do tecido adiposo/massa corporal corporal de camundongos da linhagem C57BL/6 ap6s uma
semana de suplementa¢io com 6leo de palma natural ou interesterificado. A) Tecido adiposo inguinal (iWAT) (g)/massa
corporal (g), B) tecido adiposo epididimal (eWAT (g)/massa corporal (g), C) tecido adiposo marrom (BAT) (g)/massa
corporal (g) de camundongos da linhagem C57BL/6 apds intervengdo com suplementagdo oral com 6leo de palma natural
(PO) e interesterificado (IPO) duas vezes ao dia (200pl/dia) durante uma semana. Os valores sdo mostrados como média +
erro padrdo da média. *p < 0,05. n=6 animais/grupo. Teste t de student.

A seguir, investigamos a disponibilidade bioenergética dos tecidos coletados através

da atividade mitocondrial, por meio da taxa de consumo de oxigénio (OCR) (Figura 37).
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Figura 37. Medi¢des de OCR de tecidos de camundongos da linhagem CS57BL/6 apés uma semana de suplementacio
com 6leo de palma natural ou interesterificado. Quantificagdo do consumo de oxigénio (OCR, pmol/min/mg) do A) tecido
adiposo inguinal (iWAT), B) figado, C) tecido adiposo marrom (BAT) de camundongos da linhagem C57BL/6 apds
intervengdo com suplementag@o oral com 6leo de palma natural (PO) e interesterificado (IPO) duas vezes ao dia (200pl/dia)
durante uma semana. Os valores sdo mostrados como média £ erro padrdo da média. *p < 0,05. n=6 animais/grupo. Teste t

de student.

Conforme mostrado na Figura 37 C, verificamos que a capacidade respiratoria do
tecido adiposo marrom no grupo IPO ¢ menor. Este resultado indica que a capacidade
termogénica do BAT no grupo IPO existe em um estado bioenergético relativamente baixo
quando comparado com o grupo PO. Para confirmar os dados, este experimento sera repetido
com novos grupos de animais.

Também investigamos as caracteristicas quimicas de uma populacdo de células da
fracdo vascular estromal do tecido adiposo inguinal de animais que receberam administragao
oral de 6leo interesterificado por gavagem (Figura 38). De acordo com os resultados obtidos,
o grupo IPO apresentou maior expressao de neutrofilos (Fig. 38 D). Seu papel no tecido
adiposo estd relacionado a inflamacao tecidual, associada a obesidade e a resisténcia a

insulina e pode preceder a infiltragdo de macrofagos (Watanabe et al, 2019; Elgazar-Carmon

et al, 2008).
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Figura 38. Analise por citometria de fluxo da fracio vascular estromal isolada de tecido adiposo inguinal de
camundongos da linhagem C57BL/6 ap6s uma semana de suplementacio com oéleo de palma natural ou
interesterificado. Porcentagem (%) de A) Macréfagos, B) M1, C) M2, D) Neutréfilos, E) Eosindfilos, F) Lin-, G) Células
B, H) Treg, I) Células dendriticas, J) CD45, K) CD31, L ) CD9, M) CDS8, N) CD4, O) NK, P) NKT, Q) PDGRF-alfa, R)
PDGRF-beta, S) PDGFRa/b isoladas da fracdo vascular estromal (FVS) do tecido adiposo inguinal de camundongos da
linhagem C57BL/6 (iWAT) apds intervengdo com suplementagdo oral com o6leo de palma natural (PO) e interesterificado
(IPO) duas vezes ao dia (200ul/dia) durante uma semana. Os valores sdo mostrados como média + erro padrdo da média. *p
< 0,05. n=6 animais/grupo. Teste t de student.

Também foi analisada a composicdo corporal por Ressonancia Magnética (RM) dos
animais. Os dados foram coletados antes da interven¢do com 6leos PO e IPO por gavagem
oral (dia 0) e ao final do periodo experimental (dia 7). Os resultados sdo mostrados abaixo
(Figura 39).

O grupo IPO apresentou reducdo de massa magra, fluidos corporais e dgua em
comparagdo ao grupo PO (Fig. 39 C, D, E). Curiosamente, a reducdo da massa magra
observada na Figura 39 C esta associada aos dados do nosso grupo com animais que
receberam dieta composta com gordura interesterificada durante oito semanas, nos quais

observamos aumento da massa gorda (dos Santos et al., 2024).
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Figura 39. Composiciio corporal por ressonincia magnética de camundongos da linhagem C56BL/6 de camundongos
ap6s uma semana de suplementacdo com 6leo de palma natural ou interesterificado. A) Massa corporal (g), B) Massa
gorda (%), C) Massa magra (%), D) Fluidos (%), E) Agua (%) de camundongos C57BL/6 por ressonancia magnética (MRI)
apos intervengdo por gavagem oral com 6leo de palma natural (PO) e interesterificado (IPO) duas vezes ao dia (200ul/dia)
durante uma semana. Os valores s3o mostrados como média £ erro padrdo da média. *p < 0,05, **p < 0,005. n=6
animais/grupo. Teste t de student.

4.6 Protocolo experimental 6 - Avaliacio da sinalizacdo da insulina em explantes
hipotalimicos de camundongos suplementados com 6leo de palma natural ou interesterificado

Uma vez que suplementagdo com Oleo de palma interesterificado aconteceu com
animais da linhagem C57BL/6 em um biotério de ciclo invertido, buscamos repetir o mesmo
protocolo com camundongos Swiss, sem inversdo de ciclo.

Para isso, novamente realizamos o protocolo de suplementacdo oral com odleo de
palma natural e/ou interesterificado por um periodo de sete dias, agora em camundongos

Swiss machos. O delineamento do protocolo experimental estd descrito a seguir (Figura 40).



62

Ragao comercial Tratamento com dleos Extragao e processamento
de tecidos

N

b

Suplementacgao oral

Aleatorizago 4leo de palma natural (PO) ou interesterificado (IPO) : Hipotalamo
Recebidos do as 9h e as 17h- 200 pL/dia é
CEMIB l I Glicemia l
I | 12 horas Ex vivo L 5 (P
Uma semana Jejum .
10nM, 10
trés semanas ML T min Western Blott

de vida

Seis semanas

Figura 40. Delineamento referente ao protocolo experimental 6. Os animais foram separados com trés semanas de idade
em gaiolas individuais, passando a receber dieta controle comercial e agua ad libitum, até que completassem seis semanas de
vida. Ao atingir a idade, os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos experimentais: Suplementa¢do com 6leo
de palma natural (PO) e suplementagdo com 6leo de palma refinado interesterificado (IPO). A suplementagdo aconteceu
durante uma semana e, os grupos foram mantidos com rag¢do comercial ad libitum durante todo o periodo experimental. A
massa corporal foi avaliada no inicio e no final deste periodo e a ingestdo alimentar foi avaliada diariamente. No sétimo dia,
os grupos foram deixados em jejum por 12 horas. Os camundongos ficaram em jejum overnight (12h) e foram submetidos ao
tratamento ex vivo com insulina. O tecido foi tratado por 10 min com insulina (10nM) ou CO?2 independent medium
(veiculo). Apds o tratamento, o tecido foi armazenado em nitrogénio para posterior analise da expressdo proteica da via da
insulina. Figura produzida no biorender.com.

Para isso, os animais foram mantidos com agua e racdo ad libitum durante todo o
periodo experimental e divididos aleatoriamente em dois grupos: PO - suplementados com
6leo de palma natural e, IPO - suplementados com 6leo de palma interesterificado. Os 6leos
foram administrados duas vezes ao dia (100 uL/vez). Os dados de massa corporal foram
coletados antes e ao final do periodo experimental e os dados de ingestdo alimentar foram

coletados diariamente (Fig. 41 A, B).
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Figura 41. O efeito da suplementacio com o6leo de palma natural e interesterificado no ganho de massa corporal e
ingestdo alimentar de camundongos da linhagem Swiss ao final de sete dias. A) Massa corporal (g) ¢ B) Ingestdo
alimentar cumulativa (g) de camundongos da linhagem Swiss ao final de uma semana de suplementag@o oral com 6leo de
palma natural ou interesterificado. CT: Agua; PO: Oleo de palma natural; IPO: Oleo de palma interesterificado. Dados
apresentados em média £+ erro padrdo da média. p<0,05. n= 10/ grupo. One-Way ANOVA.

Para determinarmos se o estado metabolico ¢ influenciado pela suplementagdo do 6leo

de palma interesterificado, os animais ficaram em jejum por um periodo de 12 horas ¢ a
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glicemia foi analisada. De acordo com o resultado mostrado na Fig. 42, ndo houve diferenca

na glicemia em jejum entre os grupos.
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Figura 42. O efeito da suplementacio do 6leo de palma natural e interesterificado na glicemia em jejum de
camundongos da linhagem Swiss ao final de sete dias de suplementaciio com 6leo de palma interesterificado. Glicemia
(mg/dL) apods 12 horas em jejum de camundongos da linhagem Swiss ao final de sete dias de suplementag¢do com 6leos. CT:
Agua; PO: Oleo de palma natural; IPO: Oleo de palma interesterificado. Os valores sio mostrados como média = erro padro
da média. n= 6-7 animais/grupo. One-Way ANOVA.

Em relagdo aos tecidos adiposos, ndo foram encontradas diferencas estatisticas em
relacdo aos pesos (Fig. 43 A-C) e a adiposidade (Figura 43 D).
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Figura 43. Relacio peso do tecido adiposo/massa corporal de camundongos da linhagem Swiss ao final de sete dias de
suplementacio com 6leo de palma natural ou interesterificado. A) Tecido adiposo inguinal (g) (iWAT)/massa corporal
(g), B) tecido adiposo epididimal (¢eWAT) (g)/massa corporal (g), C) tecido adiposo retroperitoneal (g) (rWAT)/massa
corporal (g), D) adiposidade total (%) de camundongos da linhagem Swiss apo6s suplementagdo oral com 6leo de palma
natural ou interesterificado duas vezes ao dia (200ul/dia) durante uma semana. CT: Agua; PO: Oleo de palma natural; IPO:
Oleo de palma interesterificado. Os valores sdo mostrados como média = erro padrio da média. p<0,05. n=6-7 animais/grupo.
One-Way ANOVA.

Adicionalmente, buscamos analisar o efeito da interesterificagdo sobre a sinalizacao

hipotalamica de insulina através da técnica de ex vivo.
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Figura 44. Expressiao de proteinas em extrato protéico hipotalaimico obtido apés tratamento ex vivo com insulina em
camundongos da linhagem Swiss. Analise qualitativa por Western Blot da expressao de A) AKT, B) p-AKT e C) PTP1B em
extrato protéico hipotaldmico obtido de camundongos da linhagem Swiss ap6s suplementagdo oral com 6leo de palma natural
ou interesterificado duas vezes ao dia (200ul/dia) durante uma semana. CT: Agua; PO: Oleo de palma natural; IPO: Oleo de
palma interesterificado. n=2-3 animais/grupo.

De acordo com a figura 44 C, os dados qualitativos indicam que o estimulo com
insulina em explantes hipotalamicos no grupo IPO pareceu aumentar a expressao de PTP1B,
um regulador negativo da sinalizacdo de insulina.

Em resumo, os resultados significativamente estatisticos obtidos neste trabalho estao

presentes na tabela abaixo:



Tabela 4. Resumo dos resultados obtidos em diferentes protocolos experimentais

Protocolo
experimental

Tratamento
unico

1 semana

4 semanas

Dieta

1 glicemia em jejum em grupos
POHF vs IPOHF

| ingestdo IPO vs PO

1 JAK2 no IPO-lep icv vs IPO

IPO vs PO
Conteudo transcrito
hipotalamico:

T 1-1p
V1I-10

Suplementagio

1 PTP1B no IPO-ins vs IPO

ex vivo

| ingestdo alimentar
| Taxa de consumo de O, do

BAT

Citometria de fluxo - Fracdo
Vascular Estromal:
1 Neutrofilos

| massa magra (%)

| agua (%)

| fluidos corporais (%)

Icv

Conteudo transcrito
hipotalamico:
1 Cart
1 F4/80
1 Beclin

Citometria de fluxo -

Fragdo Vascular
Estromal: (iIWAT)
T NKT
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5. DISCUSSAO

A gordura interesterificada tem sido utilizada como uma alternativa a gordura
parcialmente hidrogenada (zrans). No entanto, ainda hd uma lacuna importante entre os
estudos a respeito dos efeitos da interesterificacdo de gorduras sobre o metabolismo
energético.

Dados prévios do nosso grupo mostram que o consumo por 16 semanas de dieta
normocalorica e normolipidica com 10% do VET em lipidios provenientes do 6leo de soja
interesterificado quando comparado ao consumo do 6leo de soja ndo modificado, promoveu
ganho de peso, prejuizo da homeostasia de glicose e aumento significativo na expressao de
marcadores de estresse de reticulo endoplasmatico e citocinas pro-inflamatoérias no figado de
ratos Wistar (Miyamoto et al., 2018).

Em camundongo Swiss, o consumo do oleo de palma interesterificado por oito
semanas promoveu alteragdes na homeostasia glicémica, aumento da expressdao de citocinas
pro-inflamatérias no tecido hepatico (Miyamoto et al. 2020), no intestino, além do aumento
da permeabilidade intestinal (Menta et al., 2022) e aumento da secrecdo de insulina pelas
células B-pancreaticas (dos Santos et al., 2024).

Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo principal verificar em que
momento da exposi¢do a dieta rica em gordura interesterificada as alteragcdes metabolicas e
moleculares s3o desencadeadas. Para responder a esta pergunta foram utilizados véarios
modelos experimentais e protocolos.

Inicialmente, em animais experimentais em exposicao a dieta hiperlipidica, rica em
6leo de palma natural (POHF) ou interesterificado (IPOHF) por uma semana, observamos
aumento na glicemia de jejum nos dois grupos quando comparados ao periodo inicial (dia 0).
Esse resultado corrobora outros trabalhos publicados que mostram que uma exposicao a curto
prazo a dieta rica em gordura ¢ capaz de levar ao ganho de massa corporal e alteracdes
metabolicas importantes (Thaler et al., 2012; Valdearcos et al., 2014).

Por outro lado, nos animais expostos a dieta normocalodrica e normolipidica, composta
com Oleo de palma interesterificada (IPO) por uma semana, foi observado reducao na ingestao
de dieta comparado ao 6leo de palma natural (PO), porém nao foi observada diferenga na
massa corporal. A redug¢do na ingestdo pode ser atribuida & menor palatabilidade e/ou ao
tempo de exposicao a uma dieta com consisténcia e composicao diferentes da dieta comercial
que estavam expostos previamente. Porém, essa ultima hipotese € menos provavel uma vez

que as modificacdes aconteceram para os dois grupos experimentais. Além disso, neste
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mesmo grupo experimental, quando estimulado com leptina via icv (vs IPO ndo estimulado),
foi observado diminui¢do no contetido da JAK2, mostrando comprometimento precoce neste
marcador da via de sinalizagdo de leptina. Porém, nao foi observada diferenga significativa na
ingestdo de dieta dos animais estimulados com leptina (ip ou icv) em nenhum dos tempos
avaliados. Desta maneira, passamos a estudar os efeitos da interesterificacdo na via de
sinalizacdo da insulina, uma vez que leptina e insulina sdo hormdnios com fungdes
complementares no controle central da ingestdo alimentar (Thon, Hosoi, Ozawa, 2016). Os
dados serdo discutidos mais adiante nesta secao.

Ao estendermos o protocolo experimental de exposi¢do as dietas por quatro semanas,
observamos aumento no contetdo transcrito hipotalamico de //-/f, uma citocina
pro-inflamatoria e reducdo de //-10, anti-inflamatoria no grupo IPO comparado ao PO. O
aumento de marcadores inflamatdrios também foi observado com exposicdo a gordura de
palma interesterificada por 8 semanas em outros tecidos como figado, intestino e pancreas de
camundongos (Miyamoto et al., 2020; Menta et al., 2022, Dos Santos et al., 2024). Esses
resultados mostram que a ativacao de vias inflamatdrias em resposta a [PO, mesmo em uma
dieta normocalorica, pode acontecer mais precocemente em tecidos com fungdes metabolicas
importantes.

Apobs a exposi¢do as dietas, optamos por estudar o efeito metabolico das gorduras
isoladamente, por meio da suplementacdo de animais com oOleo de palma natural ou
interesterificado por uma semana. Similar ao observado em resposta a exposicdo a dieta, a
suplementagdo com Oleo de palma interesterificado (IPO) levou a reducdo da ingestdo
alimentar em comparagdo aos animais suplementados com o6leo de palma natural (PO).
Embora a massa corporal seja similar entre os grupos, observamos no grupo IPO, comparado
ao PO, reducdo da porcentagem de massa magra, agua, fluidos corporais ¢ da taxa de
consumo de oxigénio do tecido adiposo marrom, responsavel pela termogénese corporal.
Ainda, ao analisarmos o fenotipo das células da fragcdo vascular estromal do tecido adiposo
inguinal deste grupo, encontramos um aumento da expressdo de neutrofilos, células
responsaveis por orquestrar o primeiro estagio de uma inflamagao aguda.

Ainda, optamos pela utilizagdo deste protocolo de suplementacdo para os
experimentos com estimulo com insulina ex vivo, onde o tecido ¢ extraido e imediatamente
transferido para uma placa que mimetiza o ambiente fisioldgico e entdo recebe o estimulo
com insulina. Nossos resultados parciais mostram que no grupo IPO (comparado ao PO)
houve aumento no conteudo proteico de PTP1B, uma fosfatase importante na regulagao

negativa da sinalizagdo de insulina (Teimouri et al., 2022).
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Previamente demonstramos a andlise quimica das fontes de lipidios dietéticos
utilizadas neste estudo (Miyamoto 2020; Dos Santos, 2024) e, apdés o processo de
interesterificacdo quimica a composi¢do do perfil de acidos graxos do 6leo de palma (PO) e
do o6leo de palma interesterificado (IPO) ¢ mantida, porém ocorre alteracdo da estrutura do
molécula de TAGs, com aumento do teor de acidos graxos saturados na posi¢do sn-2 na
fracdo interesterificada (IPO), comparado com o dleo natural (PO). Normalmente as gorduras
alimentares derivadas de plantas (como os 6leos) possuem menor quantidade de SFA na
posicdo sn-2, e essa modificacdo estereoespecifica resulta em alteragdes nas caracteristicas
fisico-quimicas do produto final. Assim, nos testamos o efeito do 2-palmitoilglicerol (PG),
um monoacilglicerol metabolito da gordura interesterificada, contendo um palmitato na
posicdo central do glicerol (sn-2), na sinalizacdo hipotaldmica por meio da injecdo
intracerebroventricular desta molécula.

Nossos dados mostram que, ap6s 16 horas de jejum, o tratamento icv com PG foi
capaz de aumentar a expressao do conteudo transcrito de Cart, F4/80 e Beclin no hipotalamo.
Além disso, o tratamento hipotalamico icv com 2-palmitoilglicerol refletiu em mudangas
discretas, porém significativas, no fendtipo do tecido adiposo inguinal (iWAT), medidas por
citometria de fluxo. Animais do grupo PG apresentaram um aumento da expressdo de células
NKT, conhecidas por serem ativadas durante uma variedade de infec¢des e condigcdes
inflamatorias.

Esses resultados sdo ainda parciais, porém sdo evidéncias importantes sobre a agdo
central de um metabdlito da gordura interesterificada (PG) em curto prazo, com ativagdo de
marcadores de dano celular no tecido hipotalamico e modulando o fendtipo de células de
defesa do tecido adiposo branco dos animais.

Assim, a ingestdo a curto e médio prazos da gordura interesterificada ou suplementagdo
com PO ou IPO parecem ndo ser suficientes para causar grandes impactos no metabolismo
energético e glicémico dos animais. Porém, nossos dados parciais sugerem que a gordura
interesterificada pode levar a alteragdes moleculares que podem estar relacionadas ao prejuizo da
homeostase energética e com os danos observados posteriormente, em exposi¢des mais cronicas
a dietas normolipidicas e normocaldricas ricas em gordura interesterificada. Dados do nosso
grupo mostram que os efeitos sobre o perfil metabolico de roedores sdo evidentes a partir de oito
semanas de dieta com gordura interesterificada (Miyamoto et al, 2018, 2020; Menta et al, 2022;

Dos Santos et al, 2024).
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6. CONCLUSAO

Nossos resultados sugerem que a ingestdo a curto e médio prazo de gordura
interesterificada ou suplementacdo com Oleos parecem ndo ser suficientes para causar
grandes impactos no metabolismo energético e glicémico dos animais. Porém, mesmo que os
efeitos observados tenham sido discretos, nossos dados parciais sugerem que a gordura
interesterificada pode levar a alteracdes moleculares que podem estar relacionadas ao
prejuizo da homeostase energética e com os danos observados posteriormente, em exposi¢des

mais cronicas a dietas normolipidicas e normocaloricas ricas em gordura interesterificada.
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ANEXOS
Anexo I

CERTIFICADO CEUA n® 130/2021

Vg,
¥

UNICAMP

CEUAJUNICAMP

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada Avaliacfio dos efeitos da gordura interesterificada em

mecanismos moleculares envolvidos no controle central da homeostasia energética, registrada com
o n® 5763-1/2021, sob a responsabilidade de Prof. Dr. Marciane Milanski e Beatriz Piatezzi

Siqueira, que envolve a producio, manutengio ou utilizacio de animais pertencentes ao filo Chordata,

subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo
com os preceitos da LEI N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece procedimentos
para o uso cientifico de animais, do DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009, ¢ com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacio Animal (CONCEA),
tendo sido aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de
Campinas - CEUA/UNICAMP, em reunido de 20/05/2021.

Finalidade: () Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica
Vigéncia do projeto: 01/09/2021 a 28/10/2023

Vigéncia da autorizacdo para 20/05/2021 a 28/10/2023

manipulac¢io animal:

Espécie / linhagem/ raca: Camundongo heterogénico / Unib:SW (Swiss)
No. de animais: 24

Idade/Peso: 3.00 Semanas / 20.00 Gramas

Sexo: 24 Machos

Espécie / linhagem/ raca: Camundongo heterogénico / Unib:SW (Swiss)
No. de animais: 24

Idade/Peso: 3.00 Semanas / 20.00 Gramas

Sexo: 24 Machos

Espécie / linhagem/ raca: Camundongo heterogénico / Unib:SW (Swiss)
No. de animais: 24

Idade/Peso: 3.00 Semanas / 20.00 Gramas

Sexo: 24 Machos

Espécie / linhagem/ raca: Camundongo heterogénico / Unib:SW (Swiss)
No. de animais: 24

Idade/Peso: 3.00 Semanas / 20.00 Gramas

Sexo: 24 Machos

Espécie / linhagem/ raca: Camundongo heterogénico / Unib:SW (Swiss)
No. de animais: 10

Idade/Peso: 3.00 Semanas / 20.00 Gramas

Sexo: 10 Machos

Espécie / linhagem/ raca: Camundongo heterogénico / Unib:SW (Swiss)
No. de animais: 10

Idade/Peso: 3.00 Semanas / 20.00 Gramas

Sexo: 10 Machos

Documento assinado. Verificar autenticidade em sigad.unicamp.bri/verifica
Informar codigo 6FE2605E CAD54443 ACBF9937 CD716DCO
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CERTIFICADO CEUA n° 130/2021

Origem: CEMIB/UNICAMP
Biotério onde serio mantidos os Biotério do Laboratorio de Distarbios do Metabolismo,
animais: LabDmE/FCA/UNICAMP

A aprovagio pela CEUA/UNICAMP nao dispensa autorizacao a junto ao IBAMA SISBIO
ou ClIBio e ¢ restrita a protocolos desenvolvidos em biotérios e laboratorios da Universidade

Estadual de Campinas.

Campinas, 23 de junho de 2021.

Prof. Dr. Wagner José Favaro Rosangela dos Santos
Presidente Secretaria Executiva

IMPORTANTE: Pedimos atengia ao praze para envio do relatirio final de atividades referente a este protocolo: até 30 dias apds o encerramento de sua vigineia, O formulirio
de relatiirio no prazo estabelecid impediri que noves protocolos

enconira-se disponivel na pigina da CEUA/UNICAME, drea do P Aniio

sejam submetidas.

Documento assinado. Verificar autenticidade em sigad.unicamp.br/verifica
Informar codigo 6FE2605E CAD54443 ACBF9937 CD716DCO
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Documento assinado eletronicamente por WAGNER JOSE FAVARO, COORDENADOR CEUA/UNICAMP, em
23/06/2021, as 19:06 horas, conforme Art. 10 § 2° da MP 2.200/2001 e Art. 1° da Resolugdo GR 54/2017.

Documento assinado eletronicamente por ROSANGELA DOS SANTOS, SECRETARIA EXECUTIVA CEUA/UNICAMP,
em 24/06/2021, as 09:59 horas, conforme Art. 10 § 2° da MP 2.200/2001 e Art. 1° da Resolugéo GR 54/2017.

EiaFs:m A autenticidade do documento pode ser conferida no site: "'
::E:ﬁ e sigad.unicamp.br/verifica, informando o cédigo verificador: s ’4
E 45?"" e 6FE2605E CA054443 ACBF9937 CD716DCO ".-\’
UNICAMP

sIGAD




Anexo II

- EINSTEIN

of Medicine

Montefiore

Animal Purchase Request Form

Submit directly to IAS Office, Van Etten, Rm. 460 or by Fax: (718) 862-1886 / (718) 862-1887*
*call (718) 839-7133 if problems with FAX

NOTE: Incomplete and incorrect information, e.q. invalid Protocol or Charge Numbers, will delay your order
and animals may not arrive by time requested. Although the IAS will make a reasonable effort to contact
Yyou, provision of correct information is the responsibility of the requestor (person placing the order).

Date Requested:08/02/2021 | Time Requested: 12pm

| Date Animals Needed by: AsaP

Faculty Principal Investigator (Person who will own
and use these animals):

Rajat Singh

Pl's Animal Use Protocol No. (Protocol under which
animals will be used):

00001051

Person / Account Paying for Animal Purchases and Housing (Please fill in ALL information below)

PURCHASE: | P.I. Name: Rajat Singh

Charge/index #: 311701

Phone: 7184303254

HOUSING: | P.I. Name: Rajat Singh

Requestor® Information (

Name of Requestor: Rajat Singh

Char eflndex# 311?01

"NOTE: Only individuals who are listed on the APPROVED ANIMAL USE PROTOCOL (abo e) may place orders for animals

Phone: 7184303254

Phone: 7184303254

E-mail address: rajat.singh@einsteinmed,org

Cell # (in case of an emergency): 7183001486

# of Animal type Strain or Gender Weight range, age, Vendor
animals? | (mouse, rat..) Stock other specifications
100 mouse 000664 | Black 6 male 3-4 months Jackson Lab.

| L (b | =

Housing Location (into what location should these animals be unpacked):

Building: ] Ullmann [~] Chanin 11 (] Kennedy [] Price Center
Room #: Room #: Room #: 6 Room #: Room #:
Room Type: Barrier | [] Conventional “dirty room” | [ ] Does not matter

Special Handling on Arrival:

P! staff will unpack into animal room (special feed, water or caging to be provided by Pl staff on arrival).
Please call: Name: Rajat Singh Phone # (call upon arrival): 7184303254
[ 1]“DO NOT UNPACK" (DNU)* order. Phone # (call upon arrival):

*Animals from “DNU" orders must be used terminally on the day of arrival.

Hazards in Animals? Will any of these animals be exposed fo any of the following:

Biological Hazards (infectious agents, tumors, human tissue) | [v] NO [ 1YES
Chemical Hazards (carcinogens, chemotherapy, toxins) [v] NO [ ] YES
Physical Hazards ( radioisotopes, radiation, laser) [] NO [ 1YES
Other Hazard (pl identify) [v] NO [ 1YES

Date ordered:

Dale expected:

FOR OFFICE USE ONLY (TO BE COMPLETED BY IAS)

Order status:

Spoke to:

Order #:
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