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RESUMO

A presenca dos lipideos na dieta promove influencias sobre a ingestdo energética e a
saciedade. Os efeitos dos lipideos sobre os fatores relacionados ao consumo alimentar,
como o0 esvaziamento gastrico e liberacdo de hormonios intestinais sdo dependentes
das caracteristicas quimicas dos acidos graxos (AG). Tendo sido demonstrado em
estudos anteriores que dietas contendo acido oleico e acido linolénico promovem
reducdo do consumo alimentar. A partir destas evidéncias buscou-se com o presente
trabalho avaliar o efeito de diferentes fontes de AG, sob a regulacdo do apetite. As
fontes de AG testadas foram: azeite de oliva extra virgem (OL) (rico em &cido oleico,
C18:1), oleo de linhaca dourada (LI) (rico em acido a-linolénico, w-3, C18:3), 6leo de
soja (SO) (rico em acido linoleico, w-6, C18:2), e o6leo de palma (PA) (rico em acido
palmitico, C18:0). Apds suplementacdo por gavagem desses Oleos avaliou-se 0s
parametros relacionados a regulacdo da ingestao alimentar: consumo alimentar em 24h,
transito gastrointestinal de 24h a partir da coleta das fezes, perfil de esvaziamento
gastrico de liquido através da % de retencao gastrica de cada fonte de AG, tolerancia a
glicose e avaliagdo do padrao da expressdo de genes hipotalamicos: NPY, POMC,
CART, GLP-1R, CCKR, ObRbR e TRH. Além disso, avaliou-se também o envolvimento
do nervo vago na mediacdo dos efeitos dos 6leos sob o consumo alimentar através da
realizacdo de cirurgia de vagotomia subdiafragmatica. Apés 3 dias da realizacdo da
cirurgia avaliou-se: consumo alimentar em 24h, transito gastrointestinal de 24h e
avaliacdo do padrdo de expressdo dos genes hipotalamicos orexigénicos e
anorexigénicos. Nossos resultados indicam que o consumo de OL e LI, de forma aguda,
reduzem o consumo alimentar através de aumento da taxa de retencdo gastrica, € no
caso do OL também por meio de reducéo do transito gastrointestinal. Por outro lado, PA
e SO ndo alteraram a ingestdo alimentar apesar de promovem, de forma mais tardia,
aumento da taxa de retencdo gastrica. Esses efeitos foram acompanhados de uma
alteracdo no padrdo de expressdo de genes hipotalamicos orexigénicos e
anorexigénicos, com énfase para o PA na inducao de alteragdes nesses genes, quando
comparado ao OL. Posteriormente, verificou-se que a vagotomia néo eliminou o efeito do
OL na redugdo do consumo alimentar. Porém, a auséncia da resposta autondmica
proporcionou reducdo de consumo alimentar para o PA. Além disso, nossas evidencias
estdo relacionadas ao envolvimento vagal como mecanismo de acdo do PA, de maneira
dependente, e que o efeito do OL € predominantemente sob o trato gastrointestinal. Nesse
trabalho, observamos que diferentes fontes de AG promovem efeitos distintos sobre os
fatores relacionados ao consumo alimentar; e que o consumo de OL reduz o consumo
alimentar, promovendo retardo do esvaziamento gastrico e alteracdo do transito
gastrointestinal, sendo recomendavel como adjuvante para tratamento de reducéo de peso
corporal. Por outro lado, embora PA, associado a auséncia da resposta autonémica,
apresente efeitos de reducdo do consumo alimentar, ndo seria recomendado como
alternativa para perca de peso, por contribuir para o desenvolvimento de fatores que
favorecem o quadro de risco cardiometabdlico.

Palavras-chave: Acidos graxos. Consumo alimentar. Azeite de oliva. Oleo de palma



ABSTRACT

Dietary lipids influence on energy intake and satiety. The effects of lipids on factors
related to food consumption, such as gastric emptying and gut hormone release are
dependent on the chemical characteristics of fatty acids (FA). Previous studies have
shown that diets containing oleic and linolenic acids cause reduction of food intake.
Based on this evidence, the present study aimed to evaluate the effect of different
sources of FA on the regulation of appetite. Extra virgin olive oil (OL) (rich in oleic
acid, C18:1), linseed oil (LI) (rich in a-linolenic acid, w-3, C18: 3), soybean oil (SO)
(rich in linoleic acid, w-6, C18:2), and palm oil (PA) (rich in palmitic acid, C18: 0) were
used in this study. After an oral lipid overload, of these oils, administered by gavage,
we evaluated parameters related to the regulation of food intake: 24-hour food intake,
gastrointestinal transit on a 24-hour stool collection, gastric emptying of liquids
through % gastric retention of each source of FA, glucose tolerance and evaluation of
hypothalamic genes expression pattern: NPY, CART, POMC, GLP-1R, CCKR,
ObRbR and TRH. Furthermore, we also evaluated the involvement of the vagus
nerve mediating the effect of different oils on food intake, after subdiaphragmatic
vagotomy. After three days of surgery, 24-hour food intake, gastrointestinal transit
and orexigenic and anorexigenic hypothalamic genes expression were evaluated.
Our results indicated that the consumption of OL and LI, acutely, reduce food intake
by increasing the rate of gastric retention, and, when it comes to OL, it also reduces
gastrointestinal transit. On the other hand, PA and SO did not alter dietary intake
although they later promoted an increase in the gastric retention rate. These effects
were accompanied by a change in the expression pattern of orexigenic and
anorexigenic hypothalamic genes, with emphasis on PA, when compared to OL.
Subsequently, it was verified that vagotomy did not influence the reduction of food
intake promoted by OL. However, the absence of the autonomic response provided a
reduction in food intake in PA group. Furthermore, our results suggest the vagal
involvement as a mechanism of action of PA, in a dependent manner, and the effects of
OL is predominantly on the gastrointestinal tract. In this work, we observed that different
sources of FA promote different effects on factors related to food intake; and the
consumption of OL reduces food intake, delaying gastric emptying and influencing
gastrointestinal transit, which in turn makes it a possible candidate for weight reduction
treatment. On the other hand, although PA consumption, associated to the absence of
the autonomic response, reduces food intake, it would not be recommended as an
alternative for weight loss, since it contributes to the development of factors related to
cardiometabolic risk.

Keywords: Fatty acids. Food intake. Olive oil. Palm oil.
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1 INTRODUCAO

A prevaléncia da obesidade continua a ser uma preocupacao de saude publica
em todo o mundo (NCD-RISC, 2016). Essa epidemia pode ser atribuida a uma série de
fatores. Entre os diversos fatores de causas ambientais (como a reducéo da pratica de
atividades fisicas e sedentarismo) destaca-se o aumento do consumo alimentar e o
consumo de dieta rica em gordura (PEREIRA-LANCHA et al., 2010), sendo necessario
a adocéo de estratégias que conduzam a uma reducdo do consumo alimentar. Além
das estratégias cirurgicas e farmacoldgicas, abordagens nutricionais, que visem exercer
seus efeitos nos diversos sistemas relacionados ao comportamento alimentar como o
sistema nervoso central (BENOIT et al, 2009; MILANSKI et al, 2009) e o trato
gastrointestinal (TGI) (CLEMMENSEN et al., 2016; BRAY, 2015; HORNER, 2011; WU,
2010), vém sendo avaliadas.

A presenca dos lipideos na dieta influencia a ingestéo alimentar e a saciedade,
através de alteracBes nas funcbes do TGlI, incluindo motilidade antropiloroduodenal e
secrecdo de hormonios intestinais, resultando no retardo do esvaziamento géastrico e na
supresséo da ingestdo alimentar (MALJAARS et al., 2009; CUMMINGS; OVERDUIN,
2007; FELTRIN et al., 2004). Além disso, o consumo desses nutrientes pode influenciar
de forma diferenciada a expressao de neurbnios do hipotalamo e do tronco encefalico,
gue séo regides do sistema nervoso central (SNC) que fazem parte do controle central do
apetite (homeostatico) (BERTHOUD, 2008; WOODS, 2004). Com isso, a teoria do
crosstalk entre o intestino e os nucleos da fome e saciedade no hipotalamo (SCHWARTZ
et al, 2000) a partir da estimulacao TGl pelo consumo de lipideos na dieta tem sido alvo
de pesquisas (LASSMAN et al, 2010).

No entanto as caracteristicas dos lipideos presentes na dieta, como o
comprimento de cadeia acil e o grau de saturacdo das moléculas de acidos graxos
(AG), séo fatores determinantes para os seus efeitos sob os mecanismos fisiolégicos e
metabolicos (LAWTON et al, 2000; KAVIANI, 2017). Além disso, estudos vém sendo
realizados para caracterizar os efeitos dos AG sob a regulacdo do balago energeético,
envolvendo tanto fatores periféricos (LITTLE et al, 2007, PARK et al, 2013) como
mecanismos centrais (SCHWINKENDORF et al, 2011). Porém, é desconhecido os
efeitos das diferentes fontes de AG sobre o0 eixo intestino-cérebro.



19

Tendo em vista a necessidade de maior compreensdo sobre os mecanismos de
regulacdo da ingestéao de alimentos, e sobre os efeitos agudos do consumo de diferentes
Oleos (popularmente utilizados, e ricos em diferentes classes de AG) sobre o consumo
alimentar e sobre a funcao gastrointestinal; hipotetizamos nesse trabalho que diferentes
fontes de AG, administrados via intragastrica, promovem efeitos distintos sobre o
consumo alimentar, e que seu mecanismo de agéo pode estar relacionado ao eixo TGI-

hipotalamo via nervo vago.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar se diferentes fontes de AG influenciam a regulacao do apetite.

3.2 Especifico

Estudo 1:
v'Avaliar se a sobrecarga com diferentes volumes de SO realizadas em diferentes

tempos altera a sinalizacéo hipotalamica.

v' Definir o volume/tempo que obtera melhores respostas no padrdo de genes

hipotalamicos de ratos com vago integro apés sobrecarga com SO.

Estudo 2:

v Investigar se a sobrecarga com diferentes fontes de AG altera:

e 0 comportamento alimentar;
e 0 esvaziamento gastrico de liquidos;
e 0 transito gastrointestinal;

e a sinalizacéo hipotalamica.

Estudo 3:

v Avaliar se sobrecarga com diferentes fontes de AG influencia:
e 0 comportamento alimentar de ratos vagotomizados;
e 0 transito gastrointestinal de ratos vagotomizados;

e a sinalizacao hipotalamica de ratos vagotomizados.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Aspectos éticos

Todos o0s procedimentos realizados seguiram o0s principios éticos de
experimentacdo animal definidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo animal
(COBEA), e as normas para a pratica didatico-cientifica de dissec¢cdo animal,
obedecendo ao Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA). A pesquisa foi aprovada pela comissido de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal do Piaui, n°® 25/15.

4.2 Animais

Foram utilizados Rattus norvegicus da linhagem Wistar, machos, adulto-
jovem, provenientes do Biotério do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal do Piaui. Os animais foram mantidos em sala com temperatura e umidade
controlada, e fotoperiodo claro escuro de 12 h (0830 as 2030, periodo claro), em
caixas de polipropileno, forradas com maravalha, com livre acesso a agua e ragao

para roedores (Presence- nutricdo animal/ Paulinea-SP).

4.3 Eutanéasia dos animais

ApGs cada experimento os animais foram eutanasiados através de
sobredose do coquetel xilasina/cetamina (cetamina, 200 mg/kg e xilasina 20 mg/kg),

administrado através de injecao via intraperitonial.

4.4 Fontes de acidos graxos

As fontes de AG utilizadas em nossos experimentos in vivo foram: azeite de
oliva extra virgem (OL), Oleo de linhaca dourada (LI), 0leo de soja (SO) e Oleo de
palma (PA), cedidos gentilmente pelos Docentes Dr. Dennys Esper Cintra
(Laboratério de Genbmica Nutricional, LABGEN — Faculdade de Ciéncias Aplicadas,
FCA — Universidade Estadual de Campinas, UNICAMP) e Dr2. Ana Maria Pita
Lottenberg (Laboratorio de Lipides do Hospital das Clinicas da Faculdade de

Medicina da Universidade de S&o Paulo, HC-FMUSP). Estes compostos foram


https://www.fca.unicamp.br/portal/pesquisa/centros-de-pesquisa/celn/38-fca/pesq/151-labgen.html
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mantidos em embalagens escuras, etiquetadas e fechadas para evitar sua oxidagéo,
até o momento da suplementacdo por gavagem. Amostras de cada 6leo foram
analisadas para determinacdo da composicdo em AG por cromatografia liquida de
gas (CGC-6850 Series Gas Chromatography System; Agilent Technologies). A

composicdo de AG dos 6leos esta apresentada na Tabela 1.

Tabela 1 Composi¢cdo em acidos graxos dos 6leos avaliados (g/100g de 6leo).

Acidos Nome oL LI SO PA
Graxos

C12:0 Laurico 0,04 0,04 0,03 0,07
C14:0 Miristico 0,07 0,09 0,09 0,08
C15:0 Pentadecandico 0,08 0,04 0,03 -
C16:0 Palmitico 5,65 6,20 10,85 40,47
Cl6:1 Palmitoléico 0,81 0,10 0,11 -
C17:0 Margarico 0,10 0,07 0,08 -
Cl17:1 Heptadecendico 0,08 0,06 0,06 -
C18:0 Esteérico 2,19 4,93 3,39 5,02
C18:1 Trans Elaidico - - - 0,07
ci8:1 Oléico 82,51 19,80 24,82 40,38
C18:2 Trans Linoelaidico 0,09 0,08 0,28 0,12
C18:2 Linoléico 6,39 15,28 52,72 10,16
C18:3 Trans - 0,00 0,23 0,75 -
C18:3 Linolénico 0,79 52,5 5,69 1,26
C20:0 Araquidico 0,53 0,16 0,32 1,06
C20:1 Eicosenoico 0,34 0,12 0,21 0,34
C22:0 Docosanoico 0,19 0,16 0,40 0,68
C24:0 Tetracosandico 0,14 0,14 0,17 -
Total SAT 8,99 11,83 15,36 47,38
Total MONO 83,74 20,08 25,2 40,79

Total POLI 1,27 68,09 59,44 11,54
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4.5 Delineamento experimental

O estudo foi realizado em trés etapas:

e Estudo 1 para determinacdo do volume e do tempo;
e Estudo 2, no qual os animais apresentavam nervo vago intacto, e;

e Estudo 3, onde os animais foram vagotomizados.

Esses estudos sao apresentados detalhadamente a seguir.

4.6 ESTUDO 1

O estudo 1 foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito da sobrecarga oral
aguda de diferentes volumes do SO (haja vista o maior consumo deste Oleo pela
populacéo) sobre o padréo de expressao dos genes hipotalamicos POMC e AgRP em
diferentes tempos. A partir desse estudo obteve-se a padronizacdo do melhor volume e
do melhor tempo para estimulacdo da expressdo génica hipotalamica, os quais foram
utilizados para os estudos seguintes com as quatro fontes de AG a serem testadas.

Foram utilizados animais com vago integro, os quais foram distribuidos em
trés grupos. Os volumes testados foram 0,6 mL/100g (Grupo 1); 0,8 mL/100g
(Grupo2) e 1,0 mL/100g (Grupo3) de SO nos tempos 0, 30, 60, 90, 120, 180 e 240
minutos (TABELA 2).

No dia do experimento, os animais foram mantidos em jejum por 8 horas
(inicio do jejum as 0600), com livre acesso a agua. Apdés a administracao
intragastrica por gavagem com os diferentes volumes de SO, os animais foram
eutanasiados nos tempos determinados e os hipotdlamos foram imediatamente
retirados e acondicionados em micro tubos do tipo eppendorf, e conservados em
freezer a -80 °C para posterior andlise. Em seguida os hipotalamos foram analisados
através de reacao de cadeia de polimerase (PCR) em tempo real para determinar o
padrao de expressao dos genes POMC e AgRP (FIGURA 6).


https://www.google.co.za/search?q=eppendorf&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwiIud6M4e3OAhUHI8AKHUSxD04QvwUIGSgA
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Tabela 2: Distribuicdo dos volumes e tempos da realizacéo da sobrecarga oral aguda com SO.

Tempo de coleta do Hipotalamo apds sobrecarga
Volumes do

com SO, em minutos
SO (mL/100g)

0 30 60 90 120 180 240
0,6 mL/100g
Avaliacao da expressado de RNAm de
0,8mL/100g . : A
neuropeptideos hipotalamicos: POMC e AgRP
1,0 mL/100g

Figura 6: Desenho experimental do Estudo 1.

Ratos Wistar machos

'

Gavagem com Oleo de Soja

. . .

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
0,6 mL/100g 0,8 mL/100g 1,0 mL/100g

\ 4 \4 \ 4

Eutanasia e Coleta de hipotalamo nos tempos (minutos)

TO T30 T60 T90 T120 T180 T240

Armazenamento a -80°

A\ 4

Avaliacéo da expressdo génica
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Com base em nosso estudo 1, em nossa expertise e na literatura o volume e
os tempos que apresentaram melhor perfil na expressdo génica ap0s sobrecarga
por gavagem com SO foram 0,8 mL/100g nos tempos de 30 e 180 minutos,
respectivamente. Esse volume foi utilizado nos estudos seguintes, com as quatro
fontes de AG estudadas, e a sua padronizacao teve como objetivo reduzir possiveis

alteracdes da maior ou menor distensdo gastrica sobre os parametros avaliados.
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4.7 ESTUDO 2: Experimento com nervo vago intacto

Nesse estudo os animais foram distribuidos aleatoriamente em 5 grupos e
receberam sobrecarga aguda por gavagem com solugédo salina (CON), OL, LI, SO e
PA. Apés as gavagens das diferentes fontes de AG avaliou-se 0s parametros: consumo
alimentar durante 24h, transito gastrointestinal a partir da coleta das fezes (24 h) e
tolerancia a glicose. Analisou-se também, apés os tempos de 30 e 180 minutos o perfil
de esvaziamento gastrico de liquidos, através da % de retencdo géstrica de cada fonte
de AG (FIGURA 7).

Além disso, apos os tempos de 30 e 180 minutos das respectivas gavagens,
0os animais foram eutanasiados e em seguida realizada a coleta imediata do
hipotdlamo para andlise do padrao de expressdo dos genes hipotalamicos: NPY,
POMC, CART, GLP-1R, CCKR, ObRbR e TRH.

Figura 7. Desenho experimental do Estudo 2

G1: Grupo G2: Grupo G3: Grupo Oleo G4: Grupo Oleo G5: Grupo Oleo
Solucéo salina Azeite de Oliva de Linhaga de Soja de Palma
A
v \ 4 v v v
Consumo de Transito Gl EG de liquidos Teste de Coleta de
racio em 24 h (fezes) em 24h (T30 e T180) tolerancia a hipotalamo
glicose (T30 e T180)
intraperitoneal
¢ ¢ v
Avaliac&o da expressédo de Avaliacéo da expressao de Avaliac&o da expresséo de
genes de neuropeptideos: genes relacionados ao receptores dos
orexigénicos (NPY) e balango energético: horménios GlI:
anorexigénicos (POMC e CART) TRH e ObRbR. CCKe GLP1
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4.7.1 Avaliacdo do consumo de racao

O consumo de racao por um periodo de 24 h foi avaliado durante quatro dias
consecutivos, sendo os animais mantidos em caixas individuais. Nos dois primeiros
dias os animais ndo receberam os tratamentos com os AG ou solucdo salina
(avaliacdo do background), e foi realizada com o objetivo de verificar o
comportamento alimentar fisiolégico dos animais. O consumo de racdo apos a
sobrecarga das diferentes fontes de AG foi avaliado no terceiro dia, 24 h apos
gavagem. No quarto dia os animais n&o receberam os tratamentos.

Assim, a racdo, previamente pesada e o peso corporal anotado, foi fornecida no
mesmo horario durante os quatro dias. No terceiro dia foi realizada a sobrecarga por
gavagem com 0s quatro 6leos ou solugdo salina as 0900. No quarto dia os animais ndo
receberam a tratamento. O consumo de racao foi determinado durante os quatro dias
de experimento, essas medidas foram determinadas com base na diferenca entre a
guantidade de racdo oferecida e a sobra a cada periodo de 24h e foram realizadas em
balanca semi-analitica (marca: Edutec, modelo: JK-EB-3200G) (FIGURA 8).

Figura 8 - Descricdo do protocolo para avaliagdo do consumo alimentar

9h 9h 9h 9h 9h
Fornecimento Pesagem da Pesagem da Pesagem da Pesagem da
da rag&o racéo dia 1 ragdo dia 2 racdo dia 3 ragdo dia 4
v v
Fornecimento Gavagem com Fornecimento
da ragao as fontes de AG da racéo
v
Fornecimento
da ragao
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4.7.2 Avaliacdo do transito gastrointestinal a partir da coleta de fezes

O transito intestinal dos animais foi avaliado durante 4 dias consecutivos, a partir
da coleta e pesagem das fezes 24 horas apés o fornecimento da racdo, nos 5 grupos
testados. Os animais foram mantidos em caixas individuais, e a racao (previamente
pesada e anotada) foi fornecida no mesmo horéario durante os 4 dias de experimentos.
Nos dois primeiros dias 0os animais nao receberam os tratamentos com os AG ou
solucédo salina, sendo realizada com 0 objetivo de verificar o transito gastrointestinal
fisiologico dos animais. No terceiro dia os animais receberam a sobrecarga das
diferentes fontes de AG ou solugéo salina e em seguida receberam a racdo. No quarto
dia os animais ndo receberam os tratamentos. Apdés 24 horas do fornecimento das
racOes foi realizada a coleta das fezes, as quais foram mantidas em estufa por 6 horas
e em seguida pesadas em balanca semi-analitica (marca: Edutec, modelo: JK-EB-
3200G) (Figura 9).

Figura 9 - Descricdo do protocolo para avaliagédo transito gastrointestinal (fezes)

9h 9h 9h 9h 9h
Fomecimento Coleta das Coleta das Coleta das Coleta das
daragao fezes dia 1 fezes dia 2 fezes dia 3 fezes dia 4
Fornecimento Gavagem com Fornecimento
da ragéo as fontes de AG da ragéo

v

Fornecimento
daracéo
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4.7.3 Estudo do esvaziamento gastrico de liquidos

O esvaziamento gastrico de liquidos foi realizado através de uma
modificacdo da técnica de diluicdo de corante descrita por Reynell e Spray (1956).
Os animais foram mantidos em jejum por 16 horas, com livre acesso a agua. Apés o
periodo do jejum os ratos foram distribuidos aleatoriamente em 5 grupos e
submetidos a sobrecarga por gavagem com solucéo salina e as quatro fontes de AG.
Apods 30 ou 180 minutos da realizacdo da gavagem das diferentes fontes de AG, os
animais receberam uma nova gavagem de 1,5 mL de solucdo glicosada a 5% de
vermelho fenol (0,75 mg/mL). Em seguida, apos intervalo de 10 minutos, foi
realizada a eutanasia dos animais através da administragdo por via intraperitoneal
(IP) da sobredose do coquetel de xilasina/cetamina.

Apos a eutanasia foi realizada laparotomia mediana seguida de pingcagem
obstrutiva no piloro e na cardia. Em seguida o conjunto estémago e o intestino
delgado foi retirado, distendido sobre uma mesa e dividido em quatro porg¢des
consecutivas: o estbmago, o segmento proximal (40%), o medial (30%) e o distal
(30%) do intestino delgado.

A seguir, o estbmago e cada segmento intestinal foram colocados em uma
proveta graduada, a qual foi adicionado 100 mL de NaOH a 0,1 N, para assim
realizar a medicdo do volume do érgdo. Apos a medicdo do volume, 0s segmentos e
a solucao (100 mL de NaOH a 0,1 N) foram transferidos para um béquer de 500 mL
e fragmentados e homogenizados.

Posteriormente, 10 mL do sobrenadante da suspencao foi centrifugado por
10 minutos a 2800 rpm. Apds a centrifugacao foi coletado 5 mL do sobrenadante, o
qual foi adicionado a tubos de ensaio contendo 0,5 mL de solucdo de &cido
tricloroacético a 20% ( TCA - 20%) para a precipitacdo de proteinas, em seguida
homogenizado em vortex e centrifugado por 20 minutos a 2800 rpm. Uma amostra
de 3 mL do novo sobrenadante foi adicionada a tubos de ensaio contendo 4 mL de
NaOH 0,5 N. Deste, foram retirados 240 pl e colocados em placas de 96 pocgos para
determinacao da absorbancia das amostras pelo método colorimétrico, com o auxilio
de um leitor de ELISA (Spectronic 20 Genesis), sob comprimento de onda 560 nm e
utilizando o filtro 2. Dessa forma determinou-se a massa (m) de vermelho fenol

existente em cada segmento (m= c x volume). Em seguida a retencdo de vermelho
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fenol em cada segmento e a taxa de esvaziamento gastrico (EG) foram calculadas

pelas seguintes equacoes:

Retencdo Segmento X= (volume da viscera + 100) x Absorbancia da viscera.

Retencgédo Fracional do Segmento X= Retengéo Segmento (X) x 100

Retencdo Estdbmago + Retencéo Intestino

Taxa de EG (%) = 100 - Retencéo Fracional Estbmago




61

4.7.4 Teste de Tolerancia a Glicose Intraperitoneal (TTGip)

O teste de tolerancia a glicose intraperitoneal foi realizado com o objetivo de
avaliar se os tratamentos com os AG poderiam alterar a homeostase glicémica dos
animais. Para a realizacdo do protocolo, conforme descrito na figura 10, os ratos
foram mantidos em jejum de 8 horas, e em seguida foram submetidos ao TTGip.
Imediatamente ap0s a coleta de sangue da veia caudal para mensuracdo da
glicemia baseline 1, foi realizada a gavagem com as diferentes fontes de AG ou
solucao salina. Apés 30 minutos da realizacdo da gavagem foi realizada nova coleta de
sangue para mensuracao da glicemia no TO (baseline 2) e em seguida administrada
uma solucdo de glicose a 50% (200 mg/100g de peso corporal) por via
intraperitoneal. ApGs a administracao da glicose foram colhidas amostras de sangue
da veia caudal nos tempos 15, 30, 60, 90 e 120 minutos, para a avaliacdo da
glicemia, a qual foi determinada por meio de fitas reativas e glicosimetro (Accu-chek
Active, Roche). Para a determinacdo da curva glicémica utilizou-se as médias das

medidas de glicemia.

Figura 10- Descricdo do protocolo de realizacdo do teste de tolerancia a glicose

intraperitoneal

Gavagem:
G1: SA

G2: OL
G3:LI
G4:SO

G5:PA Glicose
a50 %

Jeium 8 h 30 minutos TO T15 T30 T60

[ COLETA DE AMOSTRA DE SANGUE ]

T90 T120

Eutanasia
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4.7.5 Avaliacdo do padrao de expresséao génica hipotalamica

4.7.5.1 Procedimento para coleta do Hipotalamo

Inicialmente os animais foram mantidos em jejum por 8 horas, com livre
acesso a agua. Apos as respectivas gavagens, 0os animais de cada grupo foram
eutanasiados nos tempos 30 minutos e 180 minutos. Posteriormente, o hipotalamo
foi rapidamente coletado para analise do perfil de expressdo dos genes
hipotalamicos. Apds a coleta, o hipotalamo foi mantido em micro tubo do tipo
eppendorf em freezer a -80 °C, para posterior andlise por reacdo em cadeia de
polimerase em tempo real (PCR) (FIGURA 11).

Figura 11 - Fluxograma do protocolo para coleta de hipotalamo, em animais com
vago integro

v

—> Intervalo de 30 min , .
Eutanésia e

coleta de

Jejum 8 h 7

hipotalamo

—> Intervalo de 180 min

Gavagem:
Gl: SA

G2: OL
G3: LI Avaliagdo da
expressao génica

G4: SO
G5: PA



https://www.google.co.za/search?q=eppendorf&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwiIud6M4e3OAhUHI8AKHUSxD04QvwUIGSgA
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4.7.5.2 Extragcdo de RNA do tecido hipotalamico

Os hipotadlamos foram macerados e ressuspendidos em 1 ml de Trizol e
armazenados em tubos do tipo eppendorf em -80° C. Para a extracdo de RNA, foi
utilizado o kit Isolation Qiagen RNeasy Mini (Qiagen, Toronto, CAN). A presenca das
bandas correspondentes aos RNA ribossomais 18S e 28S, bem como a
quantificacdo do RNA total, foram determinadas em Bioanallyzer 2100 (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA) — integridade e quantificacdo do RNA, em um leitor de
microplaca (Biotek®, Synergy H1, USA) — quantificacdo do RNA, e gel de agarose —
integridade do RNA. O RNA foi convertido a cDNA por reacéo de transcricao reversa
com Kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (applied Biosystems, Forest City,
CA), a partir de uma concentracdo média de 250 ng de RNA total. A reacéo foi
realizada em termociclador PTC-100 (MJ Research Inc, Watertown, Massachusetts,
EUA), de acordo com o protocolo do fornecedor (60 min a 37 °C, 5 min a 95 °C,

seguido de incubacéo a 4 °C).

4.7.5.3 Quantificacdo do conteudo de mRNA

Os cDNAs das amostras foram submetidos a reacao de polimerase em cadeia
quantitativa por tempo real (RT-qPCR), utilizando o sistema de amplificagdo TagMan
Two Step RT-PCR (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Os normalizadores
para 0s ensaios com hipotdlamo foram escolhidos apds teste de trés genes
endogenos (2M, HPRT1 e RPL32), dos quais o mais estavel foi a HPRT-1 (Actb Mm
00607939 _s1). As amostras foram avaliadas em duplicata com SYBR Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA) em Termociclador QuantStudio ™
12k Flex real-time. A reacdo em cadeia da polimerase ocorreu primeiro para um pool
de cDNA das amostras em varias concentracdes de primers, a fim determinar a
diluicdo ideal das amostras (diluicdo testadas, 5x, 10x, 20x, 40x, 80x e 160x) e a
concentracéo ideal dos primers (concentracdes testadas, 200nM, 400nM e 800nM).
A diluicdo da amostra e concentracédo do primer ideais foram determinadas seguindo
0 protocolo proposto por Nascimento, 2010, e consistiu na escolha da concentracao
do primer que provocou o aumento de um ciclo de amplificagéo (Ct) a cada diluicao

da amostra.Os valores de expressdo génica foram calculados pela formula 2 ~ 24,
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no qual ACt = Ct gene alvo - Ct do controle enddgeno, considerando-se a eficiéncia
do ensaio (90 a 110%) (Livak e Schmitgen, 2011). As sequéncias dos primers

utilizados estédo descritas no quadro 1.



Quadro 1: Descricdo dos primers utilizados nas analises de PCR tempo-real.
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Genes Sense Antisense Numero de
acesso

Orexigénico

NPY TGTGTTTGGGCATTCTGG GCTGGATCTCTTGCCATATC NM_012614.2
Anorexigénicos

POMC ATAGACGTGTGGAGCTGGTGC GCAAGCCAGCAGGTTGCT NM_139326.2
CART CGCTGTGTTGCAGATTGAAGC AGCGTCACACATGGGGACTT NM_017110.1
CCKR AGAGCTAAGTGGGACTTCACTG GCCATCTCCAATTCTCTGGT NM_013165.2
GLP1R ACAGGTCTCTTCTGCAACCG ATGCCCTTGGAGCACACTAC NM_012728.1
ObRDbR CAGTACCCAGAGCCAAAGT GGCTTCACAACAAGCATGG NM_012596.1
TRH CGACCCTGGATTCGGGAGTAT CTGGAGTCTGCGAAGTGGAGA NM_013046.3
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4.8 ESTUDO 3: Experimentos com vagotomia

Para avaliar o envolvimento da inervacdo parassimpatica na comunicacao
entre o TGI e o hipotalamo, mediando os efeitos das diferentes fontes de AG, foi
realizada vagotomia subdiafragmatica dos animais. Em seguida esses animais foram
submetidos ao protocolo de coleta do hipotalamo para avaliacdo do padrdo de
expressdo de genes hipotalamicos, além de avaliagdo do consumo alimentar e
transito gastrointestinal, apds a sobrecarga oral com as fontes de AG: OL e PA.

A escolha desses 0Oleos deveu-se ao fato do OL apresentar maiores efeitos sobre
a funcdo gastrica, favorecendo a reducdo do consumo alimentar, e esses efeitos do OL
sobre o consumo e a funcdo géastrica foram antagonicos aos observados em PA. Além
disso, o PA exerceu maiores influéncias sobre a expressdo dos neuropeptideos

anorexigénicos e orexigénicos.

4.8.1 Procedimento pararealizacdo da vagotomia subdiafragmatica

Os animais foram mantidos em jejum por 18 h, com livre acesso a agua. Apos
anestesia com coquetel cetamina/ xilasina (90 mg/kg e 10mg/kg), os ratos foram
submetidos a laparatomia mediana e exposicdo do esdfago abdominal seguida de
vagotomia troncular sub-diafragmatica, a qual foi realizada através de serotomia do
es6fago a 1,0-1,5 cm acima da cardia e aplicacdo de alcool a 70% segundo a
técnica de Hansen & Krueger (1997). Em seguida os animais foram mantidos em
gaiolas individuais com livre acesso a agua e a racdo. Apdés o procedimento da

vagotomia os animais foram mantidos em periodo de recuperacao por 72 h.

4.8.2 Estudos realizados apés a vagotomia

ApoOs a recuperacdo, os animais foram submetidos a protocolos independentes,
como a retirada do hipotalamo (30 minutos apés a sobrecarga com as fontes de AG OL e
PA), conforme descrito no tépico 4.5.2.1; bem como consumo de racdo em 24 h e
transito gastrointestinal (24 h) a partir da avaliagdo do volume fecal, descrito no topico
45.2.4 e 45.2.5, respectivamente (FIGURA 12).
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Figura 12- Desenho experimental do Estudo 3
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4.9 ANALISE DOS DADOS

A andlise estatistica foi realizada no software GraphPad Prism versdo 6.0
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA). Para verificagcdo da normalidade
dos dados foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov. Os dados da pesquisa foram
avaliados através do teste ANOVA one-way, seguidos do pés-teste de Tukey. Para
as andlises de correlacdo foi utilizado correlacdo de Pearson (r). Todos os

resultados foram expressos como média * erro padrdo da média.
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5 RESULTADOS

5.1 ESTUDO1

5.1.1 Efeitos da gavagem de diferentes volumes de SO sobre a expressao de
neuropeptideos AgRP e POMC em diferentes tempos

No nosso estudo observou-se que nao houve diferenca significativa no padrao
de expressao de RNAm hipotalamicos de AgRP e POMC para os diferentes volumes
de SO estudados (0,6 mL/100g; 0,8 mL/100g e 1 mL/100g), ao longo dos diferentes
tempos avaliados (0, 30, 60, 90, 120, 180 e 240 minutos). Ao observar o gréfico da
area total sob a curva (AUC) observa-se que, embora ndo tenha sido significativo, o
volume de 0,8 mL/100g apresentou expressdo média de RNAm de POMC 20% maior
que a média observada em 0,6 mL/100g, e 33,34% maior que a observada em 1,0
mL/100g. O mesmo sendo observado para a expressdao média de RNAm de AgRP,
onde a média de expressdo no volume de 0,8 mL/100g foi 16,6% maior que a
observada em 0,6 mL/100g, e 22,34% maior que a observada em 1,0 mL/100g (Figura
13). Com isso o volume de 0,8 mL/100g de SO foi utilizada nos estudos seguintes.
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Figura 13 - Expressao de RNAm hipotalamico dos neuropeptiideos AGRP e POMC

apos gavagem com diferentes volumes de SO em diferentes tempos
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Legenda: (A e C) AgRP: Peptideo relacionado ao agoouti. (B e D) POMC: Pro-6pio-melanocortina.

TO: animais controles que nao foram submetidos a gavagem. T30 a T240: animais submetidos a

gavagem com Oleo de soja com os volumes de 0,6 mL/100g (V1); 0,8 mL/100g (V2) e 1,0 mL/100g

(V3). Anova two-way e teste de Tukey's foram utilizados para a avaliagdo. Os valores sdo expressos

como média + EPM (n=4 animais por grupo).
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5.2 ESTUDO 2

5.2.1 Consumo alimentar € reduzido apos consumo de OL e LI em 24 horas

A figura 14 apresenta o consumo alimentar relativo (g/100g) de 24h durante
quatro dias consecutivos, sendo os dias -2 e -1 os dois dias que antecedem o
tratamento com as diferentes fontes de AG, nos quais nédo foi observada alteracéo
significativa no consumo alimentar entre os grupos. No terceiro dia foi realizada a
gavagem com as diferentes fontes de AG ou solucdo salina (grupo controle); apos
24 h dos tratamentos observou-se reducdo do consumo alimentar nos grupos
tratados com OL e LI em relagédo ao grupo controle, e no grupo OL em relagcdo ao
grupo PA. No quarto dia de estudo (+1), em que 0s animais ndo receberam os
tratamentos, ndo foi observada reducao significativa do consumo alimentar, voltando

a condicao inicial (-2 e -1).
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Figura 14 - Consumo alimentar durante os 4 dias
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Legenda: Avaliac@o do consumo alimentar durante 4 dias. -2 e -1= dias que antecedem o tratamento
com os &cidos graxos, AGs= dia em que 0s animais receberam os tratamentos com os 4cidos graxos;
+1= dia ap6s os tratamentos. * Estatisticamente diferente do grupo CON p< 0,001 e LI p< 0,05); @
Estatisticamente diferente do grupo PA (p<0,05). Anova two-way e teste de Tukey's foram utilizados
para a avaliagdo. Os valores sdo expressos com média + EPM, com n= 5-8 animais por grupo.
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5.2.2 OL reduz o transito gastrointestinal em 24 h

O transito intestinal dos animais foi avaliado a partir da coleta e pesagem das
fezes 24 horas apés o fornecimento da racdo. A figura 15 apresenta a meédia da
massa fecal relativa ao longo de 24h (g/100g) durante quatro dias consecutivos. No
terceiro dia foi realizada a gavagem com as fontes de AG, e ap0s 24 h dos
tratamentos observou-se reducgéo significativa na massa fecal relativa dos animais
do grupo tratado com OL em relacdo ao grupo controle e ao grupo PA. Na figura 16
€ apresentada a correlacdo entre o consumo e a massa fecal para os 6leos, nédo

tendo sido observada correlagao.

Figura 15 - Peso das fezes de 24 h (g/100g) durante os 4 dias
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Legenda: (A) Média da massa fecal de 24 h durante 4 dias. -2 e -1= dias que antecedem o
tratamento com os acidos graxos, AGs= dia em que 0s animais receberam os tratamentos com o0s
acidos graxos; +1= dia ap6s os tratamentos. * Estatisticamente diferente do grupo CON (p<0,05); @
Estatisticamente diferente do grupo PA (p<0,05). Anova two-way e teste de Tukey’s foram utilizados
para a avaliacdo. Os valores sdo expressos com média + EPM, com n= 5-8 animais por grupo .



Figura 16 - Correlagéo entre consumo e massa fecal
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Legenda: Correlacéo de Pearson entre consumo e massa fecal para os 6leos.
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5.2.3 OL e Ll retardam o esvaziamento gastrico de liquidos a curto prazo

Na figura 17 séo apresentados os valores de retencdo géastrica de liquidos em
ratos apos 30 e 180 minutos dos tratamentos com as diferentes fontes de AG ou
solucdo salina. Observamos que apos 30 minutos das gavagens (Figura 17A), os
animais tratados com OL e LI tiveram uma maior porcentagem de retencao gastrica, a
qual foi significativa quando comparados aos tratamentos com solucao salina, SO e
PA. Na figura 17 B sdo mostrados os valores de retencéo gastrica apés 180 minutos
das gavagens, onde ndo observamos diferenca significativa entre os grupos. No
entanto, observou-se que apds o tempo de 180 min os 6leos SO e PA apresentaram
aumento da % de retencdo gastrica quando comparada a observada no tempo de 30
minutos (Figura 17 E e F).
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Figura 17- Porcentagem de retencdo gastrica apos 30 e 180 minutos da gavagem com
os diferentes 6leos
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Legenda: (A) % de retencéo gastrica 30 minutos ap6s suplementacéo por gavagem; (B) % de retencéo
géastrica 180 minutos ap6s gavagem; CON = grupo controle (salina); OL = azeite de oliva; LI = 6leo de
linhaca; SO = dleo de soja; PA = 6leo de palma. * Estatisticamente diferente do grupo CON (OL p<0,05,
LI p< 0,01); @ Estatisticamente diferente do grupo PA (p< 0,01), $ Estatisticamente diferente do grupo
SO (OL p<0,05, LI p< 0,01). (C), (D), (E), (F) Comparacéo entre a % de retencéo gastrica observada apos
180 minutos da suplementagdo por gavagem com a observada apds 30 minutos, nos grupos OL, LI, SO e
PA, respectivamente. * Estatisticamente diferente do grupo 30 minutos. Anova two-way, teste de Tukey's
e test t de Student foram utilizados para a avaliagdo. Os valores sao expressos com média + EPM, com n=
8-11 animais por grupo.
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5.2.4 As diferentes fontes de AG nao exercem efeito sobre a homeostase da
glicose

Na figura 18 esta representada a curva glicémica nos grupos tratados com
as diferentes fontes de AG. Observa-se que ndo houve diferenca significativa entre
0S grupos, indicando que a sobrecarga com os diferentes AG ndo exerceu

influéncias sobre a tolerancia a glicose.
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Figura 18 . Curva glicémica do teste de tolerancia a glicose intraperitoneal (TTGip)
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Legenda: (A) Curva glicémica (B) Area total sob a curva ( AUC total); (B) CON = grupo controle; OL =
azeite de oliva; LI = dleo de linhaga; SO = éleo de soja; PA = 6leo de palma. Anova two-way e teste
de Tukey’'s foram utilizados para a avaliagdo. Os valores séo expressos com média £+ EPM, com n=5
animais por grupo .
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5.2.5 Efeito de diferentes fontes de AG sobre o padrdao de genes de
neuropeptideos hipotalamicos, orexigénicos e anorexigénicos, apos
intervalo de 30 minutos

Na figura 19 observa-se a expresséao relativa de RNAm de NPY, POMC e
CART, 30 minutos apés a realizacdo das gavagem com as fontes de AG. Observa-
se que a expressdao de RNAmM de NPY nos grupos OL e LI foi significativamente
menor quando comparado com o0 grupo PA, e a expressao no grupo PA foi
significativamente maior que a observada no grupo controle. A expresséo relativa de
RNAmM de POMC néo apresentou diferenca significativa entre os grupos. Quanto a
expressdo de RNAm de CART, o grupo LI apresentou uma expressdo maior que a
observada no grupo PA, e no grupo PA essa expressao foi menor que a observada

no grupo controle.
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Figura 19 - Expresséao relativa de RNAmM de NPY, POMC e CART ap6s 30 minutos

das gavagem
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Legenda: (A) NPY: Neuropeptideo Y; (B) POMC: Pré-6pio-melanocortina; (C) CART: Transcrito
regulado pela anfetamina e cocaina. CON = grupo controle; OL = azeite de oliva; LI = 6leo de linhaca;
SO = oleo de soja; PA = oleo de palma. * Estatisticamente diferente do grupo CON (p<0,05); @
Estatisticamente diferente do grupo PA (p<0,05). Anova two-way e teste de Tukey’s foram utilizados
para a avaliagcdo. Os valores séo expressos com média £ EPM (n= 6 animais por grupo).
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5.2.6 Efeito de diferentes fontes de AG sobre a expressdo de genes de
neuropeptideos hipotalamicos apds intervalo de 180 minutos

Na figura 20 esta representada a expressao relativa de RNAm de NPY, POMC
e CART 180 minutos ap0s a realizacdo das gavagem com as fontes de AG. Observa-
se que nao houve alteracédo significativa na expressdo de RNAmM de NPY entre os
grupos de tratamento. No entanto a expresséo relativa de POMC nos grupos OL e LI
foi significativamente menor que no grupo tratado com PA. Além disso, 0 grupo
tratado com OL também apresentou diferenca significativa quando comparado ao
grupo tratado com SO. Em relacdo ao grupo PA, 0 mesmo apresentou expressao
significativamente maior que a observada no grupo controle. Quanto a expressao de
RNAmM de CART, é importante destacar que os grupos SO e PA reduziram

expressivamente este gene quando comparado aos outros grupos (CON, OL e LlI).
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Figura 20 - Expresséo relativa de RNAm de NPY, POMC e CART ap6s 180 minutos
das gavagens.

A B

2.0

1.5+

1.0

RNAm NPY

(Expressao Relativa em 180 min)

RNAm POMC

(Expressao Relativa em 180 min)

0.5+

CON

0.0

2.0

1.5+

1.04 5

RNAm CART

(Expresséao Relativa em 180 min)

0.5+

CON

0.0

Legenda: (A) NPY: Neuropeptideo Y; (B) POMC: Pré-6pio-melanocortina; (C) CART: Transcrito
regulado pela anfetamina e cocaina. CON = grupo controle; OL = azeite de oliva; LI = 6leo de linhaga;
SO = 6leo de soja; PA= 6leo de palma. * Estatisticamente diferente do grupo CON (p<0.05) @
Estatisticamente diferente do grupo PA (p<0,05); # Estatisticamente diferente do grupo OL(p<0,05);
+ Estatisticamente diferente do grupo LI (p<0,05); $ Estatisticamente diferente do grupo SO (p<
p<0,05). Anova two-way e teste de Tukey's foram utilizados para a avaliacdo. Os valores sao
expressos com média = EPM (n= 6 animais por grupo).
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5.2.7 Efeito de diferentes fontes de AG sobre a expressdo de RNAm de
receptores hipotalamicos dos hormonios gastrointestinais CCK e GLP1,
apos intervalo de 30 minutos

Na figura 21 observa-se a expressao relativa de RNAmM de receptores
hipotalamicos dos hormoénios gastrointestinais CCK e GLP1, apés intervalo de 30
minutos das gavagens. Quanto a expressdo de RNAm de GLP1R observou-se que
nos grupos OL, LI e SO houve uma reducédo significativa quando comparado ao

grupo controle. Estes mesmos efeitos ndo foram observados em relagéo ao CCKR.

Figura 21 - Expressao relativa de RNAmM de CCKR e GLP1R hipotalamicos ap6s 30

minutos das gavagens.
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Legenda: (A)CCKR: Receptor do horménio CCK; (B) GLP1R: repecpto do peptideo semelhante ao
glucagon. CON = grupo controle; OL = azeite de oliva; LI = 6leo de linhaca; SO = éleo de soja; PA =
Oleo de palma. * Estatisticamente diferente do grupo CON (p<0,05). Anova two-way e teste de
Tukey's foram utilizados para a avaliacdo. Os valores sdo expressos com média + EPM (n= 6
animais por grupo).
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5.2.8 Efeito de diferentes fontes de AG sobre a expressao de receptores
hipotalamicos dos hormo6nios gastrointestinais CCK e GLP1, apods
intervalo de 180 minutos

A expressao relativa de RNAmM de receptores hipotalamicos dos hormonios
gastrointestinais CCK e GLP1, apos intervalo de 180 minutos das gavagens, é
apresentada na figura 22. Pode-se observar que ndo houve diferenca significativa na
expresséo de CCKR e GLP1R entre os grupos testados.

Figura 22 - Expressao relativa de RNAmM de CCKR e GLP1R hipotalamicos apés
180 minutos das gavagens.
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Legenda: (A)CCKR: Receptor do horménio CCK; (B) GLP1R: repecpto do peptideo semelhante ao
glucagon; CON = grupo controle; OL = azeite de oliva; LI = éleo de linhaga; SO = 6leo de soja; PA =
Oleo de palma. Anova two-way e teste de Tukey’s foram utilizados para a avaliagdo. Os valores séo
expressos com média £ EPM (n= 6 animais por grupo).
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5.2.9 Efeito de diferentes fontes de AG sobre a expressao de ObRbR e de
TRH, apo6s intervalo de 30 minutos.

A figura 23 apresenta a expressdo relativa de RNAmM de receptores
hipotalamicos do hormoénio ObRb e do hormonio TRH apds intervalo de 30 minutos
das gavagens com as diferentes fontes de AG. Quanto a expressdo de ObRDbR,
observa-se que no grupo OL foi significativamente menor que a observada no grupo

PA. Nao tendo sido observada diferenca na expressédo de TRH entre os grupos.

Figura 23 - Expressao relativa de RNAm de ObRBR e TRH apo6s 30 minutos das

gavagens.
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Legenda: (A) ObRbR: Receptor de leptina forma longa; (B) TRH: receptor do hormonio tiroidotropina.
CON = grupo controle; OL = azeite de oliva; LI = 6leo de linhaga; SO = 6leo de soja; PA = 6leo de
palma @ Estatisticamente diferente do grupo PA (p<0,05). Anova two-way e teste de Tukey's foram
utilizados para a avaliagdo. Os valores sdo expressos com média £ EPM (n= 6 animais por grupo).
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5.2.10 Efeito de diferentes fontes de AG sobre a expressao de ObRbR e de
TRH, apo6s intervalo de 180 minutos.

Na figura 24 esta representada a expressao relativa de RNAm de receptores
hipotalamicos do hormdnio ObRb e do hormonio TRH apds intervalo de 180 minutos
das gavagens. Pode-se observar que nao houve alteracdo na expressao de ambos

0S genes entre os grupos estudados.

Figura 24 - Expressao relativa de RNAmM de ObRbR e TRH apés 180 minutos das
gavagens.
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Legenda: (A) ObRbR: Receptor de leptina forma longa; (B) TRH: receptor do horménio tiroidotropina.
CON = grupo controle; OL = azeite de oliva; LI = éleo de linhaca; SO = éleo de soja; PA = 6leo de
palma. Anova two-way e teste de Tukey's foram utilizados para a avaliacdo. Os valores sao
expressos com média £ EPM (n= 6 animais por grupo).
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5.3 ESTUDO 3

5.3.1 Consumo alimentar, em animais vagotomizados, é reduzido apos
consumo de OL e PA, em 24 horas

A figura 25 apresenta o consumo alimentar relativo (g/100g) de 24h durante
quatro dias consecutivos. No terceiro dia os animais foram submetidos aos seus
respectivos tratamentos; e apds 24 h observou-se reducéo significativa do consumo
alimentar nos grupos tratados com OL e PA em relacdo ao grupo controle, bem
como, entre PA e OL. Na figura 26 observa-se uma comparacao entre a média total
de consumo antes e ap0s a vagotomia nos grupos CON, OL e PA, para 0s grupos
CON nao houve diferenca entre as médias de consumo. No entanto para os grupos
OL, a média de consumo apOs a vagotomia foi significativamente maior que a
observada antes da realizagcdo da vagotomia. Por outro lado, no grupo PA observa-

se uma reducao expressiva do consumo alimentar apés a realizacdo da vagotomia.
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Figura 25 - Consumo alimentar (g/100g) durante os 4 dias ap0s vagotomia
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Legenda: Avaliacdo do consumo alimentar durante 4 dias. -2 e -1= dias que antecedem o tratamento
com os acidos graxos, AGs= dia em que 0s animais receberam os tratamentos com os acidos graxos;
+1= dia apdés os tratamentos. * Estatisticamente diferente do grupo controle (p<0,05); @
Estatisticamente diferente do grupo PA (p<0,05). Anova two-way e teste de Tukey's foram utilizados
para a avaliagdo. Os valores s@o expressos com média £+ EPM, com n= 5-8 animais por grupo .
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Figura 26 - Relagdo entre consumo alimentar antes e ap0s a vagotomia nos grupos
CON, OL e PA
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Legenda: (A) Comparacgédo entre as médias totais de consumo de racéo antes e apds a vagotomia para o
grupo controle; (B) e (C) Comparacdo entre as médias totais de consumo de racdo antes e apés a
vagotomia para o grupo oliva e palma, respectivamente. CON=Controle; OL= Oliva; PA= Palma. *
Estatisticamente diferente do grupo controle (p<0,05). Teste t de Student foi utilizado para a avaliagdo. Os
valores sdo expressos com média £ EPM, com n= 5-8 animais por grupo .
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5.3.2 Efeito da gavagem com OL e PA sobre o transito gastrointestinal em
animais vagotomizados

A figura 27 apresenta a massa fecal relativa ao longo de 24h (g/100g) durante
quatro dias consecutivos, onde apenas no terceiro dia foi realizada a gavagem com
OL, PA ou solucdo salina (CONT). Pode-se observar que ndo houve diferenca
significativa entre os grupos quanto & massa fecal relativa nos diferentes dias. Na
figura 28 é apresentada a correlacdo entre consumo e massa fecal para os 6leos,
onde foi observada correlagéo forte e positiva para OL.

Figura 27- Peso das fezes de 24 h (g/100g) durante os 4 dias ap0s vagotomia
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Legenda: Média da massa fecal de 24 h durante 4 dias. -2 e -1= dias que antecedem o tratamento com 0s
acidos graxos, AGs= dia em que 0s animais receberam os tratamentos com os acidos graxos; +1= dia
apos os tratamentos. Anova two-way e teste de Tukey’s foram utilizados para a avaliacdo. Os valores séo
expressos com média £ EPM, com n= 5-8 animais por grupo .



Figura 28 - Correlacdo entre consumo e massa fecal apés vagotomia
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Legenda: Correlacédo de Pearson entre consumo e massa fecal para os 6leos: oliva, linhaca e soja.
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5.3.3 Efeito da gavagem com OL e PA sobre a expressdo de genes de
neuropeptideos hipotalamicos, em animais vagotomizados, apds intervalo
de 30 minutos.

Na figura 29 esta apresentada a expressao relativa de RNAm de NPY, POMC e
CART, em animais vagotomizados, 30 minutos apds a realizacdo das gavagem com
OL, PA ou solucao salina. Observa-se que a expressdo de RNAm de NPY nos grupos
OL e PA foi significativamente reduzida quando comparado com o grupo controle. N&o
tendo sido observada diferenca na expresséo de genes dos neuropeptideos POMC e

CART entre os grupos.
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Figura 29 - Expresséo relativa de RNAmM de NPY, POMC e CART apés 30 minutos das

gavagens, em animais vagotomizados.
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Legenda: (A) NPY: Neuropeptideo Y; (B) POMC: Pré-6pio-melanocortina; (C) CART: Trancrito regulado pela
anfetamina e cocaina. CON = grupo controle; OL = azeite de oliva; PA = 6éleo de palma * Estatisticamente
diferente do grupo CON (p<0,05). Anova two-way e teste de Tukey's foram utilizados para a avaliagdo. Os
valores sdo expressos com média + EPM (n= 5-7 animais por grupo).
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5.3.4 Efeito da gavagem com OL e PA sobre a expressdo de receptores
hipotalamicos do hormoénio gastrointestinal CCK, em animais
vagotomizados, apos intervalo de 30 minutos.

Na figura 30 é apresentada a expressdo relativa de RNAm de receptores
hipotalamicos dos horménios gastrointestinais CCK, em animais vagotomizados, apos
intervalo de 30 minutos das gavagens. Observa-se que n&o houve diferenca

significativa na expresséo de CCKR entre 0s grupos.

Figura 30 - Expresséo relativa de RNAmM de CCKR, em animais vagotomizados, apds

30 minutos das gavagens.
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Legenda: CCKR: Receptor do hormdnio CCK; CON= grupo controle; OL = azeite de oliva; PA = ¢6leo de
palma. Anova two-way e teste de Tukey's foram utilizados para a avaliagdo. Os valores sdo expressos
com média + EPM (n= 5-7 animais por grupo).
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5.3.5 Efeito da gavagem com OL e PA sobre a expressao de receptores
hipotalamicos do hormdénios ObRB e sobre a expressdo de TRH, em
animais vagotomizados, apds intervalo de 30 minutos.

A figura 31 apresenta-se a expressao relativa de RNAm de receptores
hipotalamicos do horménio ObRB e do hormonio TRH, em animais vagotomizados,
apos intervalo de 30 minutos das gavagens com OL, PA e solucao salina. Pode-se
observar que nao houve diferenca significativa na expressédo desses genes entre 0s
grupos avaliados.

Figura 31 - Expressao relativa de RNAm de ObRBR e TRH, em animais
vagotomizados, apés 30 minutos das gavagens.
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Legenda: (A) ObRbR: Receptor de leptina forma longa; (B) TRH: receptor do hormdnio tiroidotropina.
CON: grupo controle; OL = azeite de oliva; PA = dleo de palma. Anova two-way e teste de Tukey’s foram
utilizados para a avaliagdo. Os valores sdo expressos com média = EPM (n= 5-7 animais por grupo).
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7 CONCLUSOES

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

A partir do nosso estudo concluimos que:

A sobrecarga com OL e LI reduz o consumo alimentar.

OL e LI aumentam a taxa de retencéo gastrica, a curto prazo, favorecendo a
reducdo do consumo alimentar. Porém apenas o OL reduz o transito do trato

gastrointestinal.

As diferentes fontes de acidos graxos apresentam padrdes distintos na
expressao génica hipotalamica, onde podemos resaltar a participacdo do PA,
por exercer maiores influéncias sobre os neuropeptideos anorexigénicos e

orexigénicos.

Em animais vagotomizados o OL e PA reduzem o consumo alimentar. Essa
resposta é paradoxal em relacdo ao consumo alimentar, haja vista que os

efeitos do PA s6 é possivel na auséncia do nervo vago.

O consumo agudo de OL pode vir a ser recomendado como adjuvante em
programas de perca de peso, por contribuir para a reducdo do consumo
alimentar; sendo assim uma possivel estratégia para o tratamento da obesidade,
e reducdo dos riscos associados a essa patologia. No entanto, S0 necessarios

estudos futuros para avaliar o efeito do consumo crénico desse 6leo.

O consumo de PA, embora tenha promovido uma reducdo do consumo
alimentar apdés vagotomia, ndo seria recomendado como alternativa para
perca de peso por contribuir para o desenvolvimento de fatores que favorecem o

quadro de risco cardiometabdlico.
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APENDICE A- Esquemaresumo dos resultados do estudo 2

OL LI SO PA
Consumo 24h
! ! - -
Transito Gl
l — — —_—
EG de liquidos

Glicemia i i _ _

NPY 30 min
NPY 180 min _ _ _ 1
POMC | 30 min _ _ _ _
POMC | 180 min _ _ 1 A

CART | 30min _ _ _

CART 180 min . . l« 5
CCKR 30 min . . . :
CCKR 180 min _ _ _ _

GLP1R 30 min
GLP1R | 180 min i i i _
ObRbR 30 min ~l« . . _
ObRbR | 180 min _ _ _ _
TRH 30 min . . . .
TRH 180 min . . . .

Legenda: T =aumento; |=reducdo; — = ndo houve diferenca significativa.
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APENDICE B - Esquema resumo dos resultados do estudo 3

OL PA

Consumo 24h l l
Transito Gl —_— —_—
NPY 30 min ! !
POMC 30 min — —
CART 30 min — —
CCKR 30 min — —
ObRbR 30 min —_— —_—
TRH 30 min —_ —_

Legenda: T = aumento; |=reducdo; — = ndo houve diferenca significativa.
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ANEXO A- Carta de aprovacdo do Comité de Etica Animal

MINISTERIO DA EDUCAGAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
_ PRO-REITORIA DE PESQUISA
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGAO ANIMAL

Campus Universitario Ministro Petronio Portela, Bairro Ininga, Teresina, Piaui, Brasil; CEP: 64049-550
Telefone (86) 3215-5734 _e-mail: ceeapi@ufpi.edu.br

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto intitulado “Efeitos de diferentes fontes de acidos
graxos sobre o crosstalk entre os tecidos do TGIl, nervo vago €
hipotalamo”, protocolo n°® 025/15, sob a responsabilidade de FRANCISCO
LEONARDO TORRES LEAL- que envolve a producao, manutencdo e/ou
utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
o homem), para fins de Pesquisa Cientifica- encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n° 11,794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°® 6.899, de
15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi Aprovado pela
Comissédo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFPI) da Universidade Federal
do Piaui, em Reunido na presente data 19/06/2015.

Vigéncia do Projeto |Julho/ 2015 a2 Dezembro/ 2016

Espécie/ linhagem |Rato heterogénico/ albina

N° de Animais 1740

Peso/ Idade 200 g a 220g/ 70 dias n

Sexo Machos )

Origem Biotério do Centro de Ciéncias Agrarias (CCA) da
UFPL.

Teresinal 19 de Junho de 2015.

4 ®

o e i
lff'\gébv\cndongq

Comil2 de Bila em §xperimentagio Anmal-UFPI




124

ANEXO B — Dados sobre a qualidade e quantidade de RNA

das amostras
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