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RESUMO

Acidos graxos 6mega 3 (»3) sdo alvo de estudos constantes, devido a seus efeitos
anti-inflamatorios, em que a via de sinaliza¢ao coordenada pelo receptor GPR120 parece ser
uma das mais importantes. O GPR120 quando ativado por ®3 atenua a inflamagao por meio
da inibi¢ao do NFkB, por intermédio da proteina TAB1, reduzindo a inflamacao. A presenca
do GPR120 foi descrita em tecidos periféricos e central, mas também em células do sistema
imune, como as células de Kupffer e macréfagos. Pesquisas suplementando ©w3 em doengas
infecciosas como a sepse tem evoluido, mas ainda sem consenso na melhora a sobrevivéncia
dos pacientes. O objetivo desse estudo é avaliar o comportamento do GPR120 diante
diferentes quadros inflamatdrios e estabelecer os possiveis mecanismos associados a essas
alteragOes. Para os experimentos in wvivo, foram utilizados camundongos C57BL/6],
submetidos a inflamacdo de baixo ou alto grau, em protocolos de consumo de dieta
hiperlipidica (HF), septicemia por ligadura e perfuracao do ceco (CLP) ou administragao de
lipopolissacarideos (LPS). Em experimentos in vitro, utilizou-se linhagens celulares de 3T3-
L1 e RAW 264.7, de adipdcitos e macrofagos, respectivamente, além da cultura primaria de
macrofagos derivados da medula 6ssea (BMDM), adipdcitos e fragao vascular do estroma
(SVE). O padrao de resposta de citocinas e do receptor GPR120 (Ffar4) no tecido adiposo
epididimal e células foi analisado por meio de RT-qPPCR. Tanto nos protocolos in vivo quanto
in vitro, em estimulo com LPS, o Ffar4 esta diminuido em relagao ao seu controle, enquanto
in vivo diante HF o Ffar4 nao se alterou e em macréfagos com tratados com palmitato o Ffar4
aumentou. Ademais, fontes de w3, dleo de linhaga (FS) e 6leo de peixe (FO) foram oferecidos
via gavagem aos camundongos previamente ao desenvolvimento da sepse e parametros
como a sobrevivéncia foram avaliados. O grupo FO apresentou menor taxa de sobrevivéncia
em relacdo aos outros grupos. Os achados sugerem que o GPR120 nao é apenas um receptor
nutricional, mas também com agao na resposta inflamatoria. Contudo, quando utilizada a
suplementacao de ®3 em quadros de sepse, 0s grupos com fontes de ®3 nao foram capazes

de melhorar a taxa de sobrevivéncia.

Palavras-chave: GPR120, Omega—3, Inflamacao, Sistema imune.



ABSTRACT

Omega 3 fatty acids (03) are target of current studies due to their anti-inflammatory
effects, once the cellular signaling coordinated by GPR120 receptor appears to be one of the
most relevant. When activated by 3, the GPR120 attenuates the inflammatory process by
inhibiting NFkB, through the TAB1 protein, decreasing the inflammation. The presence of
GPR120 was shown in central and peripheral tissues, but also in cells of the immune system,
such as Kupffer cells and macrophages. Investigations on ®3 supplementation in infectious
diseases such as sepsis has evolved, but there is still no consensus on whether its use
improves patient survival. The aim of this study is to evaluate the behavior of the GPR120
receptor in different inflammatory conditions and to establish the possible mechanisms
associated with these changes. For in vivo experiments, C57BL/6] mice subjected to low or
high-grade inflammation, through the protocols of high-fat diet (HF) intake, cecal ligation
and puncture (CLP) or administration of lipopolysaccharides (LPS). For in vitro
experiments, 3T3-L1 and RAW 264.7 cell lines, adipocytes and macrophages, respectively,
were used, in addition to the primary culture of bone marrow-derived macrophages
(BMDM), adipocytes and stromal vascular fraction (SVF). The response pattern of cytokines
and the GPR120 receptor (Ffar4) in epididymal adipose tissue and cells were analyzed using
RT-qPCR. In both in vivo and in vitro protocols, when stimulated with LPS, Ffar4 was
reduced in relation to its control, while in vivo protocols under HF, Ffar4 did not change and
in macrophages treated with palmitate, Ffar4 increased. Furthermore, sources of w3,
flaxseed oil (FS) and fish oil (FO) were offered via gavage to mice prior to the development
of sepsis and parameters such as survival were evaluated. The FO group had a lower
survival rate compared to the other groups. Our findings suggest that GPR120 is not only a
nutritional receptor, but also has a role in the inflammatory response. However, when ®3
supplementation was used in sepsis, the groups with ®3 sources were not able to improve

the survival rate.

Keywords: GPR120, Omega-3, Inflammation, Immune system.
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1 Introducao

A inflamagao é uma resposta benéfica do hospedeiro diante de uma lesao ou de
uma infecgao, cujo objetivo é restaurar a fungao e a estrutura atingida!. Contudo,
quando a resposta inflamatdria € desregulada pode resultar em doencas inflamatdrias
agudas ou cronicas. O limite entre os efeitos benéficos e maléficos causados pela
inflamacao é ténue. Obesidade e diabetes do tipo 2, ambas doengas com ntmeros
alarmantes e crescentes, sao doencas cronicas nao transmissiveis caracterizadas com
inflamagao cronica e de baixo grau. Por outro lado, um quadro de sepse é
caracterizado por inflamacao sistémica de alto grau. As consequéncias causadas pela
inflamagao desregulada sao inimeras, portanto diversos estudos tem sido feitos com
o objetivo de encontrar moléculas com propriedades anti-inflamatorias.

As propriedades anti-inflamatorias dos acidos graxos omega 3 (®3) foram
descritas ao longo das ultimas décadas. Contudo, com a transicao nutricional
moderna, o aumento no consumo de alimentos ultra-processados ocorreu,
concomitante ao aumento de doencas cronicas e de baixo grau inflamatdrio, como a
obesidade?. Em paralelo, a busca por estratégias medicamentosas e nutricionais
também aumentou, principalmente nos tltimo anos com a pandemia de COVID-19%4,

Por outro lado, grupos de pesquisa por todo o mundo estao buscando entender
os mecanismos de a¢ao do m3. Um dos principais mecanismos propostos foi descrito
por meio da ativagdo do receptor GPR1205¢. A partir disso, estudos com os acidos
graxos ®3 e esse receptor foram conduzidos em diversos contextos, principalmente
em doencas inflamatorias”®. Estudos prévios demonstraram que o GPR120 esta
presente também em células do sistema imune, como os macrofagos, os quais
apresentam acao fundamental na imunidade inata e sdo ativados em diversas doengas
e quadros infecciosos®’.

A principal condigao causada por consequéncias de infec¢ao € a sepse'®. Apesar
de ter sido descrita aproximadamente 400 A.C. continua responsavel por

aproximadamente 20% das mortes globais por ano!l. A fisiopatologia da doenca é
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complexa, ja& que engloba infec¢des causadas por bactérias, virus e fungos, com
diferentes consequencias, respectivamente'?’®. Ademais, cada paciente possui
diferentes comorbidades relacionadas que complicam o quadro.

Portanto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o comportamento da
expressao do receptor GPR120 (Ffar4) perante diferentes tonus inflamatdrios in vitro e
in vivo; avaliar a suplementagao de ®3 como possivel coadjuvante no tratamento da

sepse.

2 Revisao de literatura

2.1 Inflamacao
A inflamacao é uma resposta essencial, benéfica e adaptativa do hospedeiro diante

de uma condi¢do ou estimulo, como lesao ou infec¢do, cujo objetivo € restaurar a
fungao e a estrutura atingida'*. Contudo, quando a resposta inflamatoria ¢é
desregulada pode resultar em condi¢dao aberrante, com degeneragao tecidual, e até
mesmo avango ao choque séptico’>. Apesar disso, a inflamagao classificada como
patoldgica possui sua fisiologia clara'.

O limite entre os efeitos benéficos e maléficos causados pela inflamacao é ténue.
Obesidade e diabetes do tipo 2, ambas doengas com niimeros alarmantes e crescentes,
sao doencas cronicas nao transmissiveis caracterizadas com inflamacao cronica e de
baixo grau ou para-inflamagao!. Ambas doengas nao possuem inflamacao
relacionada com papel fisioldgico esclarecido’®.

A inflamacgao é causada por diferentes estimulos indutores, podendo ser exdgenos
ou endogenos, e entao enddgenos microbianos ou nao microbianos'®. Dentre os fatores
microbianos, ha duas classes: padrdoes moleculares associados a patdgenos (PAMPs) e
fatores virais; enquanto os nao microbianos sao constituidos por alérgenos, irritantes,
corpos estranhos e componentes toxicos. Além disso, os fatores exdgenos se resumem
em estresse, dano e tecidos nao funcionais?®.

Por outro lado, os indutores inflamatdrios ativam a producao de diversos
mediadores inflamatdrios, divididos em 7 classificagdes: aminas vasoativas, peptideos

vasoativos, fragmentos de componentes do complemento, mediadores lipidicos,
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citocinas, quimiocinas e enzimas proteoliticas’®. Alguns dos mediadores lipidicos

como as resolvinas e as protectinas sao derivadas do acidos graxo 6mega-3'.

2.2 Acidos graxos Omega-3

Os acidos graxos 3 sao caracterizados por serem poli-insaturados, portanto com
duas ou mais duplas ligacdes ao longo de sua cadeia carbonica. Sao representados
principalmente pelo acido graxo de origem vegetal, a-linolénico (ALA — C18:3) e os
de origem marinha, eicosapentaenodico (EPA — C20:5) e docosahexaenodico (DHA-
C22:6)”. O ALA ¢é um acido graxo essencial aos mamiferos, que sao incapazes de
sintetiza-lo endogenamente devido a limitagdo na producao das enzimas delta-12 e
delta-15 dessaturases, devendo o ALA ser adquirido em suas fontes alimentares'. As
fontes de ALA sao representadas pela chia, linhaga, nozes e soja, enquanto EPA e
DHA sao encontrados peixes como sardinha, arenque, atum, salmao, krill e foca’®.

Em 1976, Dyerberg e Bang descreveram o “paradoxo dinamarqués”, que consistia
no alto consumo de gorduras pelas populagdoes da Groelandia e Dinamarca em
paralelo a menor incidéncia de doengas cardiovasculares na populagao groelandesa,
comparada aos dinamarqueses"”. Foi identificado alta concentracao de 3 no contetdo
de gordura total consumida pelos Inuits, uma vez que sua alimentagao apresentava
elevada presencga de espécies marinhas, ricas em ®3. Em 1982, o mesmo grupo de
pesquisadores descreveu seus apontamentos para a modulacao dos eicosanoides
como o possivel mecanismo de a¢ao coordenado pelo w3, capaz de reduzir agregacao
plaquetaria por inducao da producao do tromboxano A3 (TXAs), como o principal
fator responsavel pela protecao cardiaca nesse contexto'.

Como consequéncia dos resultados obtidos por Dyerberg e Bang, outros
pesquisadores hipotetizaram em trabalhos seguintes a possibilidade dos acidos
graxos ®3 modularem a resposta imune, como por exemplo em pacientes portadores
da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA)®. Os mecanismos de agao

apontados para tais beneficios nao estavam esclarecidos, mas apontavam a supressao
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da fungao fagocitica de neutrofilos* e redugao na produgao de leucotrienos do tipo B4
(LTBs)*. Ja em situagdes como as de grande trauma tecidual, como nas cirurgias de
remocao intestinal, o processo inflamatorio pode ser atenuado parcialmente com a
infusdo parenteral de w3, o qual reduz a producao do LTBs, para espécies menos
reativa, como o LTBs .

Ao longo da década de 1990 foi evidenciada a capacidade do ®3 em controlar
também algumas citocinas, em ambiente inflamatdrio caracterizado, como TNFa e
IL1B%. Alguns trabalhos demonstram, in vitro e in vivo, que o ®3 poderia interferir na
via do fator nuclear kappa B (NFkB), sendo entao esta via a responsavel pela redugao
dos transcritos de Tnfa e 111b .

Devido a suas propriedades anti-inflamatdrias, o ®3 tem sido estudado como
possivel intervengao em diversas doengas, principalmente através da suplementacao.
Nas ultimas décadas, a suplementacdo de ®3 foi avaliada em diversas doses e
contextos como intervengao para melhorar a resisténcia a insulina®, cicatrizagao de
feridas?*, sindrome do olho seco?, depressao®, cancer®, entre outras. Contudo, até o
presente momento, os beneficios da utilizacao de ®3 é consenso apenas na redugao da
hipertrigliceridemia®. De forma interessante, parte dessas acOes parecem ser

mediadas por um receptor transmembrana, acoplado a proteina G, o GPR120.

2.3 GPR120 (Ffar4)

Os receptores acoplados a proteina G (GPCRs) sao uma classe de receptores de
membrana, que representam os maiores alvos de desenvolvimento de medicamentos,
uma vez que possuem a maior familia de proteinas em mamiferos. Os GPCRs
apresentam como caracteristica em comum sete alfa-hélices transmembrana, com sua
porcao N-terminal que se acopla a proteina G3'. A partir dessa ligagao, as proteinas G
transduzem sinais a outras proteinas, cuja consequéncia sao regulacdes enzimaticas

ou ativacgao de canais de calcio.
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Em 2003, Fredriksson e colaboradores descreveram pela primeira vez sete
novos GPCRs, entre eles o GPR120 (Figura 1)*. O gene Ffar4, do receptor GPR120, esta
conservado nos Gnatostomados, cuja classificagdo reune animais vertebrados que
possuem mandibula, bem como nos tetrdpodes, animais que possuem quatro

membros *. Isto ilustra a importancia do papel do receptor na evolugao.

SECRETINA E FRIZZLED*
(16) | (12)

ADESAO Yo, : V
(33) .

RODOPSINA

/ N (719)

Figura 1. GPR120 (Ffar4) diante de outros GPCRs. Figura adaptada do livro As Bases Farmacoldgicas

da Terapéutica de Goodman e Gilman, 13° Edi¢ao?.

Em 2005, Hirasawa e colaboradores demonstraram que o GPR120, poderia
reconhecer acidos graxos insaturados e de cadeia longa, e possivelmente alpha-
linoleico (w3) e palmitoleico®. Mas foi em 2010 que Oh e colaboradores confirmaram o
GPR120 como o principal receptor dos acidos graxos 3, ademais, descreveram uma
importante via de sinaliza¢ao intracelular, desempenhada por este receptor quando

estimulado por seus ligantes °.
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Figura 2. Mecanismo da via de sinaliza¢do inflamatdria ativada por Toll Like Receptor 4 (TLR4). O
receptor TLR4 reconhece moléculas de LPS e de acidos graxos saturados, que entdo ativam a via de
sinalizagdo inflamatoéria através da ativacdo do receptor TLR4 fazendo com que a associagdo entre as
proteinas TAK1 e TAB1/2 ative a sinalizagdo do sinal inflamatdrio. Dessa forma, ativam a via da IKK,

IKba e NFkB. Consequentemente, a tradugao de proteinas pro-inflamatorias como TNFa ocorre.

A mecanistica proposta para acdo dos acidos graxos ®3 no contexto anti-
inflamatério tem demonstrado que, ao ser ativado pelo ®3, o GPR120 altera sua
conformagcao e atrai a proteina intracelular f-arrestina-2, associando-se a ela. Durante
a trajetoria da Parrestina-2 ao GPRI120, interage com as proteinas TAB1/2,
consequentemente inativando a proteina TAK1. De forma interessante, a proteina
TAK1 se comporta de maneira nodal, pois pode ser ativada pela via dos receptores
tipo TLR4, tanto quanto pelas vias orquestradas pelos receptores de citocinas como
TNFa, IL1 e IL6. Com o sequestro das proteinas TAB1/2 pela B-arrestina-2, ha o
rompimento da sinalizacdo inflamatoria oriunda dessess receptores® (Figura 2 e 3,

adaptada de®).
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Figura 3. Mecanismo Proposto para A¢io Anti-inflamatéria Mediada por 3, através do GPR120.

Acidos graxos ®3 ativam o GPR120 que atrai para si a proteina citosdlica Parrestina 2. Durante este

processo a [arrestina 2 se associa as proteinas TAB1/2, fundamentais a transducdo do sinal
inflamatdrio. Com isso a proteina TAK1 ndo é fosforilada e, consecutivamente ndao ha sinalizac¢do

ativadora da via do IKK, IKba e NFkB. Em sistemas onde ha a resisténcia a insulina induzida pelo

processo inflamatdrio de baixo grau, o ®3 participa restabelecendo a sensibilidade a insulina,

melhorando quadros de hiperglicemia® e mau controle da ingestao alimentar?.

O GPR120 foi descrito em diversos tecidos como intestino, pulmao, figado,
tecido adiposo, cérebro, entre outros. No intestino, o receptor tem um papel
importante na liberagao de GLP-1 através da ativacao de acidos graxos insaturados,
principalmente ®3°.

Trabalhos do nosso grupo tém demonstrado que a ativagao deste receptor,

pelos acidos graxos 3, em modelos animais de obesidade e diabetes, contribuem para
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o controle do quadro inflamatdrio e hiperglicémico em diversos tecidos. Cintra et al.
(2012), demonstraram pela primeira vez, em roedores, a presenga e funcionalidade do
GPR120 no hipotalamo de camundongos obesos. Quando tratados com dietas
contendo ®3, apresentaram redug¢ao no tonus inflamatdrio local, com consequente
aumento a sensibilidade a insulina e leptina, reduzindo a hiperfagia caracteristica em
processos obesogénicos®. Oliveira et al. (2015), demonstraram a presenca e
funcionalidade do receptor em tecidos como figado, musculo e adiposo, que
responderam eficientemente, mas de maneira especifica, a insulina, melhorando a
hiperglicemia em animais portadores de diabetes do tipo 2%. Neste mesmo trabalho
foi demonstrado a presenca do receptor GPR120 em na superficie de células de
Kupper e na superficie dos hepatocitos®. Assis-Moura et al. (2018) mostraram pela
primeira vez a presenga do receptor GPR120 na superficie de células endoteliais e de
macrofagos infiltrados na artéria de camundongos com aterosclerose, reduzindo a
inflamacao local e prevenindo o avango da doenga®¥. O trabalho apontou que as a¢oes
benéficas dos acidos graxos ®3, amplamente demonstradas em estudos clinicos e
experimentais, possa também ser devido ao controle da fungdao imunologica
desempenhada por esses macréfagos. Caso o perfil de acao imunologica desses
macrofagos seja alterada para o tipo anti-inflamatorio, certamente isso poderia
constituir uma nova estratégia de intervencao farmaco/nutricional em processo de
aterogénese’.

Como visto, os mecanismos que explicam a melhora em condigOes
dismetabolicas em sistemas in vitro e in vivo tratados com ®3 podem ser diversos,
desde uma alteracdo da composicdo de membranas plasmaticas, um perfil de
eicosanoides e alvos moleculares intracelulares. Entretanto, o presente estudo destaca
a possibilidade dos receptores GPR120, expressos na superficie de macrofagos, como
possivel alvo envolvido no controle de parte do sistema imune.

Oliveira et al., demonstraram a presenga do receptor GPR120 em hepatdcitos e
também em células de Kuppfer, infiltradas e ativadas®. Contudo, Raptis et al.®

demonstraram a importante participacao deste receptor na resposta imune hepatica,
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quando induziram animais a lesdao isquémica por reperfusao. Este trabalho comparou
animais previamente expostos ao ®3, ou tratados com injecao intraperitoneal de
emulsao contendo m3 apds a reperfusao, ou ainda, tratados com GW9508, agonista
sintético do receptor GPR120. Ambos os tratamentos induziram protecao, atribuida
ao GPR120, mas de forma dose-dependente, onde quanto maior a dose testada do
GWO9508, maior a protegao. Ao inibirem o GPR120 das células de Kuppfer, o efeito
protetivo do ®3 nao foi observado. A mecanistica celular atribuida aos beneficios
exercidos pelos acidos graxos ®3 mostram sinalizacao semelhante a descrita por Oh e
colaboradores®, contudo, de forma especifica nas células de Kuppfer, e nao apenas nos
hepatdcitos, como postulado por Oliveira et al®.

Devido ao potencial terapéutico desse receptor, agonistas sintéticos como
GWO9508, NCG21, TUG-891, GSK137647A e cpdA tém sido desenvolvidos como
possivel forma de tratamento na resisténcia a insulina®. Ademais, os agonistas
sintéticos do GPR120 apresentam potencial para tratamento nao apenas na resisténcia
a insulina, mas em outras desordens inflamatorias e metabdlicas**4!. Contudo, talvez
seja possivel que doengas de base inflamatoria, com diferentes graus de intensidade
inflamatodria, possam também ser tratadas com agonistas do GPR120, como ¢ o caso
da sepse. Assim, entender a relagao entre o GPR120 em contexto da sepse pode ser um

novo caminho exploratorio desta condigao.

24 Sepse

A sepse é uma sindrome que afeta milhdes de pessoas anualmente, e é
responsavel por 20% da mortalidade mundial". No Brasil, assim como em outros
paises da América Latina, de baixa e média renda, a incidéncia e mortalidade pode ser
ainda mais devastadoral®. A sepse € definida por ser uma disfunc¢ao organica com
risco a vida causada por resposta desregulada diante o processo infeccioso; quando a
resposta desregulada atinge parametros circulatorios, celulares e metabolicos com

risco a vida aumentado, caracteriza-se o choque séptico 2.
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A descrigao da sepse e os estudos sobre os agentes infecciosos (bactérias gram
negativas, bacterias gram positivas, fungos) que a causam evoluiram nas ultimas
décadas, contudo o que se manteve constante foi a presenca da inflamacao®. A
ativacao da inflamacao nos estagios iniciais da sepse ocorre devido a secrecdo de
padroes moleculares associados a danos (DAMPs) por células células danificadas ou
em morte celular, ou através da ativagao do sistema imune pela interacao de PAMPs*.
Contudo, a sinalizagao intracelular na sepse ¢ complexa e a inflamagao exacerbada,
caracteristica da doenga, induz a ocorréncia de desordens enddcrinas, vasculares e
neurologicas*.

Com a pandemia COVID-19, ficou evidenciado que doencgas cronicas nao
transmissiveis sdao fatores de risco para pior prognostico e tratamento da sepse>*.
Além disso, foi evidenciado que a sepse é uma condi¢cao complexa, com diferentes
consequeéncias em diferentes individuos, dependendo das doengas associadas, mas
também dependendo da causa da infecgao. Wang e colaboradores demonstraram que
em modelo de sepse bacteriana a anorexia foi protetiva em relagao a suplementacao
com solugdo glicosada, enquanto em modelo de sepse viral a suplementagao com
solucao glicosada foi protetiva e a anorexia prejudicial®.

A conduta nutricional em pacientes com sepse ainda nao esta totalmente
consolidade, mas é consenso que a dieta oral deve prevalecer caso o paciente seja
capaz de se alimentar*.

Segundo o posicionamento da Sociedade Americana para Nutri¢ao Parenteral
e Enteral (ASPEN) a respeito de suporte nutricional para pacientes criticos nao ha
diferenca entre consumo energético baixo ou alto para melhorar o prognostico do
paciente critico, porém com qualidade de evidéncias moderadas. Tal posicionamento
discorre sobre a importancia da emulsao intravenosa de lipidios iniciada na primeira
semana de admissao do paciente na unidade de terapia intensiva (UTI), porém com
qualidade de evidéncias baixa. Todavia, ainda ndo ha evidéncias suficientes se a
emulsao intravenosa de lipidios deve conter mistura de acidos graxos, ou 100% de

6leo de soja, contendo ou nao dleo de peixe (fonte de ®3) 5.
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Ja a diretriz da Sociedade Européia para Nutricao Clinica e Metabolismo
(ESPEN) descreve que altas doses de w3 (3 a 7 vezes mais do que a dose recomendada
para individuos saudaveis) nao devem ser administradas através de bolus por
nutri¢ao enteral, mas que doses adequadas de ®3 podem ser administradas*. Doses
adequadas se referem a dose de 500 mg de EPA e DHA, recomendadas para
individuos saudaveis pela Sociedade Internacional de Estudos em acidos Graxos e
Lipidios®. A diretriz descreve que doses adequadas podem diminuir a estadia na UTI
e até a mortalidade, mas nao altera o quadro infeccioso, enquanto altas doses podem
trazer complicagoes®.

Na versao atualizada da diretriz da ESPEN (2023), foi complementado que,
pacientes que apresentaram baixa quantidade de EPA e DHA nas membranas
celulares nao apresentam melhora apos correcao com tratamento de ®3*, contudo o
estudo citado foi feito com células sanguineas coletadas e tratadas in vitro®. Além
disso, discorrem que altas doses de ®3 na dieta enteral nao deve ser administrada
como rotina, pois estudos mostraram aumento da mortalidade®.

Portanto, apesar de a sepse ter sido umas das primeiras condig¢oes patoldgicas
a ser relatada por Hipocrates aproximadamente 470 A.C.%, a compreensdo sobre a
etipotaogénese da sepse ainda carece de investigacao e, principalmente, no que tange
a conduta nutricional. Sdo varias as inconsisténcias nos estudos, que acabam por
perpetuar a incompreensao na a¢ao do ®3 no contexto de sepse. Até os dias de hoje,
os estudos com sepse ainda carecem de mais investigagOes na area de nutri¢ao pois a
selecao dos pacientes nos estudos sao feitas sem separar o tipo de agente infeccioso
que causou a sepse, quais orgaos foram afetados pela doenca e qual o estagio a doenga
se encontra. Em relacao aos nutrientes, macro e micro nutrientes, a maioria dos
estudos foram feitos em células e utilizados como recomendagao em humanos nas
diretrizes*->!. Estudos de experimenta¢ao basica e ensaios clinicos com diferentes
agentes infecciosos (bactéria, virus e fungos)*, sob diferentes condutas nutricionais,
ainda sao necessdrios para que o tratamento medicamentoso, junto com o

acompanhamento nutricional, seja capaz de melhorar o prognostico dos pacientes.
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3 Justificativa e hipotese

Com a transi¢ao nutricional moderna, o acesso a alimentos ultraprocessados,
ricos em agucares, gordura e sal, estd cada dia mais facilitado, tanto pela
disponibilidade quanto pela praticidade ditada pelo marketing. Por outro lado, a
busca por suplementos nutricionais com a finalidade de melhorar os parametros de
saude em geral € crescente. A suplementacao de acidos graxos 3 esta cada vez mais
acessivel. Devido as suas propriedades anti-inflamatdrias, os beneficios da
suplementacgao, assim como os mecanismos das respectivas vias de sinaliza¢des sao
alvos de pesquisas em diversos grupos. Dentre as pesquisas desenvolvidas, uma via
de sinaliza¢ao que se destacou foi a via do reconhecimento do ®3 através do GPR120.

A hipdtese do estudo realizado é que em diferentes condigoes inflamatorias, o
receptor GPR120 se alteraria de acordo com o grau inflamatorio. Além disso, que o
GPR120 possa ser um ponto importante no controle do sistema imune. Ademais,
hipotetizamos que os acidos graxos w3 possam contribuir para melhor o prognodstico
na sepse, uma vez que possui propriedades anti-inflamatdrias e estd envolvido no

imunometabolismo.

4 Objetivo Geral

Avaliar o comportamento da expressao do receptor GPR120 (Ffar4) perante
diferentes tonus inflamatdrios in vitro e in vivo; avaliar a suplementac¢ao de ®3 como

possivel coadjuvante no tratamento da sepse.

4.1 Obijetivos Especificos
¢ Etapa 1. Mapear a distribuicao do receptor GPR120 em células do sistema

imune.
¢ Etapa 2. Avaliar a expressao do Ffar4 em diferentes quadros inflamatorios no
tecido adiposo epididimal.
e Caracterizar os modelos experimentais de (1) dieta hiperlipidica (HF) a

curto (3 dias) ou longo prazo (60 dias); septicemia induzida por ligadura
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e perfuracao do ceco (CLP) e por administracao de lipopolissacarideo
(LPS).
Avaliar o padrao de expressao génica do Ffar4 no tecido adiposo, de

acordo com os modelos experimentais anteriormente descritos;

¢ Etapa 3 — Avaliacdo do impacto do palmitato e do LPS em linhagens celulares

de adipdcitos e macrofagos

Caracterizar o tratamento com palmitato e com LPS em linhagens RAW
264.7 e 3T3-L1 através da avaliagao de TNFa e IL13 por RT-qPCR;
Avaliar o padrao de expressao génica do Ffar4 de acordo com os

tratamentos anteriormente descritos;

¢ Etapa 4 - Avaliacao do impacto dos acidos graxos ®3 sobre o quadro de sepse.

Tratar previamente (5 dias) os camundongos C57BL/6] com fontes
alimentares de ®3 (6leo de linhaca e Oleo de peixe) e avaliar a
probabilidade de sobrevivéncia;

Em ambos os modelos de inducao inflamatodria, avaliar a via de

sinalizagao controlada pelo GPR120.
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5 Material e Métodos
5.1 Analise in silico — Single Cell RNA sequencing data

Para a analise de dados de sequenciamento de RNA Single cell (scRNAseq) de
células mononucleares do sangue periférico (PBMC), aproveitamos um conjunto de
dados composto por 67.688 células de um doador saudavel da 10X Genomics
(https://doi.org/10.1038/ncomms14049) disponivel publicamente em

https://www.10xgenomics.com/resources/datasets/. As células dentro dos percentis 5°

e 95° do tamanho da biblioteca (nimero de transcri¢does detectadas) foram mantidas
para analise apds controle de qualidade. A analise foi realizada na linguagem de
programacao cientifica R utilizando 0 pacote Seurat (v3)
(https://doi.org/10.1016/j.cell.2019.05.031). Os dados foram normalizados e
estabilizados por variancia usando o método SCTransform em Seurat; em seguida, a
reducdo da dimensionalidade foi realizada usando Aproximagao e Projecao de
Manifold baseada em difusao (dbMAP) (https://doi.org/10.1038/s41598-020-76488-2),
uma adaptagao de Aproximagao e Projecao de Manifold Uniforme (UMAP) mais
adequada para dados de Single cell. Os principais tipos de células foram apreendidos
por transferéncia de ancora da referéncia candnica pbmc3k usando a fungao
FindTransferAnchors. Os niveis de expressao normalizados de Ffar4, Tlr4 e CD14 (um
marcador de mondcitos) foram visualizados na projecio dbMAP usando a fungao

Seurat DimPlot.

5.2 Animais Experimentais

Camundongos C57BL/6] machos, entre 7 a 10 semanas de idade, provenientes
do Centro de Bioterismo (CEMIB) da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP) e do The Jackson Laboratory, com aprovacao da Comissao de Etica no Uso
de Animais da UNICAMP - CEUA/UNICAMP (#5421-1/2019) e do Comite de Uso e
Cuidados de Animais da Universidade de Yale (#2022-20290), foram utilizados na

realizacao deste trabalho. Para o protocolo de overtraining, os animais utilizados foram


https://www.10xgenomics.com/resources/datasets/fresh-68-k-pbm-cs-donor-a-1-standard-1-1-0
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provenientes da Universidade de Sao Paulo (USP), com comité de ética aprovado sob
numero [.D. 2016.5.84.90.0. Receberam agua e as dietas ad [libitum, e ficaram
acondicionados em ambiente com temperatura (21 °C + 2) e fotoperiodo (12/12 horas
claro/escuro) controlados. Os animais foram submetidos a 4 diferentes protocolos de
inducdo a inflamagao. A descri¢ao dos protocolos segue detalhada abaixo.

Para analise da influéncia do gendtipo PPARY *- na expressao do gene Ffar4,
foram utilizadas amostras de tecido adiposo ja extraidas e processadas de
camundongos com delecao de apenas uma copia do gene PPARYy, dispensados da
apresentacao do comité de ética. As amostras foram gentilmente cedidas pelo

laboratorio do Prof. William Festuccia da Universidade de Sao Paulo.

5.3 Protocolos de inducdo a inflamacgao

A. Inflamacao Induzida por Dieta

Sabendo que a dieta hiperlipidica (HF), rica em gordura saturada, funciona
como excelente modelo de inducao do processo inflamatorio de baixo grau (Figura 4),
dois grupos de animais foram submetidos a diferentes tempos de exposigao a dieta,
sendo um grupo submetido a curto prazo (3 dias) e o outro a longo prazo (60 dias)>.
A dieta foi baseada no modelo proposto pelo American Institute of Nutrition (1993)%,
tendo sido modificado seu contetudo de gordura de 4% para 35%, de acordo com

Moraes e colaboradores® (Tabela 1).

Ingredientes Dieta hiperlipidica (g)
Amido (Q.S.P.) * 115.5
Caseina 200
Amido de milho dextrinizado 132
Sacarose 100

Oleo de soja 40
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Banha 312
Celulose 50
Mix de minerais 35
Mix de vitaminas 10
L-cistina 3
Bitartarato de colina 2.5
Total 1000

Tabela 1. Dieta modificada para 35% de lipidios. 312 g de banha + 40 g de 6leo de soja*. *Q.S.P. —
Amido adicionado em Quantidade Suficiente Para — completar 1000 g de dieta. **AIN — American

Institute of Nutrition, segundo Reeves®.

Inflammation

Time

Figura 4. Protocolo de dieta hiperlipidica (HF). Os animais expostos a dieta hiperlipidica apresentam

inflamacao cronica e de baixo grau.

B. Sepse induzida por ligadura e perfuracao do ceco

Para indugao de um processo inflamatorio de alto grau, animais experimentais
foram submetidos a um procedimento cirtirgico para a ligadura e perfuragao do ceco
(CLP), com subsequente instalacao do quadro de sepse (Figura 5)%*. Neste protocolo,
os animais receberam dieta comercial ad libitum. Como controle, foi utilizado o grupo
Sham, o qual foi submetido a laparotomia porém sem perfuragao do ceco. Para isso,
todos os animais foram previamente anestesiados com xilazina (10 mg/Kg) e ketamina
(80 mg/Kg), seguidos por assepsia. A cirurgia CLP consiste na laparotomia seguida de
exposicao do ceco. Dois protocolos diferentes foram adotados: 1) Ligadura do ceco

com fio de seda no final do ceco, com perfuracao de uma ponta a outra (2 perfuragoes),



38

seguido de sutura da cavidade abdominal e da pele, também com fio de seda, com
sutura descontinua, ponto simples. No pds operatdrio, o Tramadol (25 mg/Kg) foi
utilizado como analgésico em dose tnica. 2) Ligadura do ceco com fio de sedaa 1 cm
de distancia do final do ceco, com apenas uma perfuracao feita com agulha de 20-
gauge no final do ceco. Para sutura, utilizou-se fio chromic gut 4-0 e fio de
polipropileno 5-0 para a sutura da pele, com a técnica de sutura continua, chuleio

simples.

Inflammation

Time

Figura 5. Protocolo de ligadura e perfuraciao do ceco (CLP). Os animais submetidos a cirurgia CLP

apresentam inflamacdo progressiva e de alta intensidade.

C. Sepse induzida por administracao de lipopolissacarideo

Outro modelo de sepse adotado foi a indugao por meio da administragao de
lipopolissacarideo (LPS) (Figura 6). Neste protocolo, os animais receberam dieta
comercial ad libitum. Assim como no protocolo anterior, duas estratégias foram
adotadas: 1) Administracao via intraperitoneal de LPS (Escherichia coli O111:B4 —
Sigma #1.2630) 10 mg/Kg, diluido em PBS, enquanto o grupo controle recebeu salina
0,9%. Apos a administracao de LPS, Tramadol 25 mg/Kg, foi utilizado como
analgésico. 2) Administracao de LPS (Escherichia coli O55:B5 - Sigma #1.2880) 6 mg/Kg
via intraperitoneal, diluido em PBS, com agulha de insulina, enquanto o grupo

controle recebeu PBS.
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Figura 6. Protocolo de lipopolissacarideo (LPS). Os animais que recebem LPS via intraperitoneal

apresentam inflamacao aguda e nao progressiva.

D. Protocolo de overtraining

Apesar do exercicio fisico ser considerado benéfico a satide humana e animal,
dependendo da sua carga e intensidade, pode trazer prejuizos ao organismo. Neste
protocolo, os animais receberam dieta comercial ad libitum. Assim, camundongos
C57BL/6] foram distribuidos em 3 diferentes grupos: sedentarios (SED), treino
moderado downhill (TRD) e overtraining downhill (ODT). O exercicio fisico aplicado aos
grupos TRD e ODT foi corrida em esteira. Os protocolos foram realizados por 8
semanas, sendo que os treinos moderados foram realizados 3 vezes na semana
(segunda, quarta e sexta = 1080 minutos) correspondendo a 52,5% de velocidade de
exaustao, enquanto o protocolo de overtraining consistiu em 5 dias consecutivos de
treino (segunda a sexta = 2475 minutos), correspondendo a 65% de velocidade de

exaustao”.

5.4 Avaliacao da temperatura e massa corporal
Apos indugao da sepse por CLP ou LPS, os camundongos foram mantidos em

gaiolas individuais e monitorados duas vezes ao dia. A temperatura do animal foi
aferida através de termometro com sonda retal (Digi-Sense #EW-20250-91) e a massa

corporal foi medida com balancga de precisao.
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55 Gavagem com 6leos (Oleo mineral, 6leo de linhaca e 6leo de peixe)
O bolus de acidos graxos como Oleo mineral, 6leo de linhaga ou dleo de peixe,

inducao pré-sepse, foi realizado por gavagem com agulha de alimentacao (Cadence
Science #9921) e seringa de 1 mL. Os animais foram submetidos a gavagem diaria por
5 dias consecutivos antes do inicio do protocolo de sepse (Figura 7). Os camundongos
estiveram agrupados em 5, com grade de aluminio na parte debaixo durante o periodo
de gavagem. A grade de aluminio na parte de baixo da caixa, em cima da maravalha,

evitou o comportamento coprofagico.

Sepse
4 Gavagem diaria com Oleo mineral (MO), Oleo
1 5 dias de linhaga (FS) ou Oleo de peixe (FO)
[ @ Lipopolissacarideo (LPS)

&3 Ligadura e perfuracéao do ceco (CLP)

5 dias

C57BL6J

Figura 7. Desenho experimental dos protocolos de gavagem de ®3 prévia a inducio a sepse. Os

animais receberam gavagem diariamente por cinco dias consecutivos, entao foram submetidos aos
protocolos de sepse por LPS ou CLP. Apds submetidos a sepse, foram acompanhados por mais cinco

dias.

5.6 Composicao corporal
Para avaliagao da composigao corporal, utilizou-se o equipamento Echo-MRI

(Echo Medical Systems, Houston, TX USA), antes e apos a oferta de gavagem. O
aparelho consiste em espectroscopia de ressonancia magnética nuclear, capaz de criar
contraste entre os tecidos moles através da diferenga entre os protons de hidrogénio
gerados em momentos de relaxamento. Além disso, pulsos de radio causam sinais que

geram alto contrsaste entre gordura, massa magra e livre e dgua.

5.7 Glicemia

No intuito de monitorar as possiveis variagdes glicémicas, foi utilizado
glicosimetro (Accu-chek e iPET PRO). Apods jejum de 8 horas, por meio de seccao

pequena na extremidade da cauda do animal, obteve-se aproximadamente 1 gota de
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sangue, a qual foi adicionada a tira reagente ja inserida no aparelho. A leitura foi feita

em mg/dL.

5.8 Extracdo tecidual e coleta sanguinea
Para a realizagao de analises bioquimicas e moleculares em tecidos bioldgicos,

os animais dos protocolos de HF, CLP 1 e LPS 1 ficaram 8 horas em jejum e, em seguida
anestesiados por injecao intraperitoneal de Xilazina (10mg/kg) e Ketamina (80mg/kg).
Ap0s perda dos reflexos pedal e corneal, foi coletado o sangue através de puncgao
cardiaca, seguida de perfursao com salina 0,9%. Entao, foram coletados o tecido
adiposo epididimal, armazenados a -80 °C até o momento do processamento.

Para a coleta sanguinea dos animais envolvidos nos protocolos de CLP 2 e LPS
2, os animais foram alocados em contensores de acrilico 2 horas antes da coleta para
aclimatacao (Figura 8). Em seguida, 500 uL de salina foram injetados via subscapular
para aumento da volemia. Entdao, o sangue foi coletado em tubos capilares
heparinizados. Ao final, os animais foram alocados a camara de isuflurano e, apds

perderem os reflexos corneal e pedal, os tecidos foram coletados.

‘-

Figure 8. Animal em contensor de acrilico. Os animais foram alocados em contensores de acrilico duas

horas antes da coleta sanguinea pela veia caudal.

5.9 Dosagem hormonal e de proteinas séricas
Para mensuracao da insulina sérica, utilizou-se o kit de ELISA, marca Mercodia®

(10-1247-01) seguindo o protocolo fornecido pelo fabricante. Para citocinas e
quimiocinas utilizou-se método de quantificacao pela tecnologia Luminex xMAP. A
andlise de multiplexacao foi realizada utilizando-se o sistema Luminex™ 200

(Luminex, Austin, TX, EUA) da Eve Technologies Corp. (Calgary, Alberta).
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5.10 Acidos graxos nio esterificados (NEFA)
Como parte das respostas metabolicas, os NEFAs sao interessantes indicativos

do quadro catabolico. Para isso, o NEFA foi medido pelo kit HR Series NEFA-HR da
Fujifilm (#999-34691, # 995-34791, #991-34891, #993-35191, # 276-76491 — Lexington,

MA), de acordo com as instru¢des do fabricante.

5.11 Cultura Celular
Em paralelo as investigagoes em roedores, linhagens celulares podem ser uteis

na identificacao de possiveis mecanismos envolvidos nas alteragoes observadas em
animais. Assim, linhagens celulares (originadas de mus musculus) RAW 264.7
(macrofago) e 3T3-L1 (adipocitos) foram utilizadas nos experimentos de cultura
celular. A linhagem RAW 264.7 foi cultivada com meio DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium — Sigma Aldrich) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB -
Sigma Aldrich) e 1% Penicilina e Estreptomicina (PS — Sigma Aldrich). Enquanto a
linhagem 3T3-L1 foi mantida com DMEM suplementado com 10% de Soro Bovino
Adulto (SBA - Sigma Aldrich) e 1% PS até o plaqueamento atingir 100% da
confluéncia. Para a diferenciagao da linhagem 3T3-L1, foi utilizado o meio de
diferenciacao 1 (DMEM 10% SFB, 1% PS, adicionado 1 ug/mL de insulina (#13566 —
Sigma Aldrich), 1 uM de dexametasona (#D1756 — Sigma Aldrich) e 0,5 mM de IBMX
(#15879 — Sigma Aldrich)) por 48 horas e o meio de diferenciagao 2 (DMEM 10% SFB,
1% PS, adicionado 1 pg/mL de insulina) até as células estarem completamente
diferenciadas, com evidente formacao de vesiculas de gordura dentro das células
(entre 7 a 15 dias), com troca do meio a cada 2 a 3 dias (Figura 9). Os plaqueamentos
foram feitos em placas de 24 pogos com concentragao de células em 0,5x10°. As células
foram mantidas nas condig¢oes de 37 °C, sob atmosfera umidificada, contendo 5% de

CO:o..
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Figura 9. Desenho experimental protocolo de diferenciaciao 3T3. A linhagem 3T3-L1 foi mantida com
DMEM suplementado com 10% de Soro Bovino Adulto (SBA — Sigma Aldrich) e 1% PS até o
plaqueamento atingir 100% da confluéncia. Apds atingir 100% da confluéncia trocou-se o meio (DMEM
+ 10% SBA + 1%PS). Entao, para a diferenciagdo da linhagem 3T3-L1, foi utilizado o meio de
diferenciagdo 1 por 48 horas e o meio de diferenciagdao 2 até as células estarem completamente
diferenciadas, com evidente formacado de vesiculas de gordura dentro das células (entre 7 a 15 dias),

com troca do meio a cada 2 a 3 dias.

5.12 Tratamento com LPS e Palmitato

No intuito de mimetizar desfechos observados nos roedores apds estimulos com
LPS e dieta hiperlipidica, células foram tratadas com agentes similares.
Primeiramente, utilizou-se a dose de LPS (Escherichia coli O111:B4 — Sigma #L.2630 ou
Escherichia coli O55:B5 - Sigma #1.2880) 10 pg/mL por 6 h e 24 h nas linhagens RAW
264.7 e 3T3-L1. Para o tratamento dose-resposta com LPS, tanto 6 h quanto 24 h foram
utilizadas as seguintes doses 0,5 ng/mL, 5 ng/mL, 50 ng/mL e 500 ng/mL. Para o
tratamento com Palmitato, utilizou-se solu¢ao de 5 mM de palmitato de sodio (Sigma
#P9767) e 3,75% BSA (564,2uM - Sigma #A7030), o que resultou em solu¢ao com
proporcao aproximada de 1:9 de BSA para palmitato de sddio. Tanto em 6 h quanto

24 h, as seguintes concentragoes foram utilizadas: 25 uM, 50 uM, 250 uM e 500 uM.

5.13 Tratamentos com LPS e IL1B recombinante em meios condicionados
Dentre as possiveis citocinas envolvidas na modulacao da expressdao das

respostas metabdlicas observadas em experimentos anteriores, por conveniéncia,
selecionou-se a IL1P recombinante para continuidade nas investigagoes. Assim, para

o ensaio com meio condicionado com LPS, adotou-se o protocolo a seguir. Células
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RAW 264.7 confluentes foram tratadas com LPS em diferentes doses (0,5 ng/mL, 5
ng/mL, 50 ng/mL e 500 ng/mL) por 24 h, com posterior coleta do meio condicionado.
Com a cultura de 3T3-L1 confluente, coletou-se metade do meio de cultura da 3T3-L1
e adicionou-se ao meio de cultura condicionado com LPS da linhagem RAW 264.7,
totalizando metade do meio condicionado com LPS da RAW e metade do meio
condicionado da 3T3-L1 (Figura 10). Apos 24 h de exposi¢ao aos meios condicionados,
as células foram coletadas.

Meio condicionado % Meio condicionado RAW
LPS (com LPS) da RAW + % Meio condicionado 3T3

Figura 10. Desenho experimental do ensaio de meio condicionado com LPS. As diferentes doses de
LPS foram adicionadas ao meio de cultura da linhagem RAW por 24 h. Apds esse periodo, na linhagem
3T3-L1, metade do meio de cultura foi retirado e posteriormente adicionado metade do meio

condicionado da RAW contendo LPS.

Para o ensaio com meio condicionado com o peptideo da IL1f, adotou-se o
mesmo protocolo descrito anteriormente porém com a substitui¢ao do LPS por IL1B
recombinante nas seguintes concentragoes: 0,5 ng/mL, 1 ng/mL, 5 ng/mL e 50 ng/mL.
Ao final, os meios de cultura totalizaram metade do meio condicionado com IL1J da
linhagem RAW e metade do meio condicionado da linhagem 3T3-L1 (Figura 11). Apds

24 h de exposigao aos meios condicionados, as células foram coletadas.
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Meio condicionado % Meio condicionado RAW
IL1B (com IL1B) da RAW + % Meio condicionado 3T3
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Figura 11. Desenho experimental do ensaio de meio condicionado com IL1p. As diferentes doses de

IL1P foram adicionadas ao meio de cultura da linhagem RAW por 24 h. Apds esse periodo, na
linhagem 3T3-L1, metade do meio de cultura foi retirado e posteriormente adicionado metade do meio

condicionado da RAW contendo IL1.

5.14 Macrofagos derivados da medula 6ssea (BMDM)
Para verificar a presenca do GPR120 em macrofagos, foi feito o ensaio de

isolamento dos macréfagos derivados da medula éssea (BMDM). Assim, com os
camundongos anestesiados com Xilazina (10 mg/Kg) e Ketamina (80 mg/Kg), a
medula dssea foi coletada da tibia e fémur, recolhida a um tubo tipo falcon, com
DMEM. Apds centrifugacao, o pellet foi ressuspenso em meio de cultura celular L929.

As células foram incubadas durante 7 dias.

5.15 Cultura primaria de adipocitos
Com os camundongos anestesiados com xilazina (10 mg/Kg) e Ketamina (80

mg/Kg) todo o tecido adiposo inguinal foi coletado e reduzidos a fragmentos minimos
com utiliza¢ao de tesoura com meio DMEM/F12. Aos tecidos adicionou-se solugao de
HEPES e colagenase tipo 1 (5000 unidades ativas/mL de dgua destilada). Os tubos tipo
falcon permaneceram no agitador por 1 h, a 115 rpm, 37 °C. Ap0s periodo de digestao
tecidual, a solugao foi filtrada em filtro de malha de 240 mm. O tecido adiposo acima
do filtro foi homogeneizado e as células (fragao vascular do estroma — SVF) abaixo do

tiltro foram cultivadas ou homogeneizadas™.
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5.16 RT-qPCR
Para analisar o padrao de comportamento génico em todos os métodos

adotados, utilizou-se a técnica da quantificacdo em tempo real (RT) da reagao da
transcriptase reversa, seguida de reacao em cadeia da polimerase (PCR). Fragmentos
de tecidos ou células foram extraidos e homogeneizados em PureZOL™ RNA Isolation
Reagent (Bio-Rad) ou com o kit de extragao de RNA RNeasy® (Qiagen), com utiliza¢ao
do Tissue Lyser 1I (Qiagen). O RNA total foi isolado de acordo com as recomendagoes
do fabricante, sendo quantificado em Nanodrop 8000 (Thermo Scientific). Uma
aliquota de RNA total contendo 2 pg foi utilizada para sintese de cDNA, com o kit
High Capacity cDNA Reverse Transcription (ThermoFisher), no AgileCycler™ (Avans) ou
com o kit SuperScrip IV Reverse Transcriptase (ThermoFisher #18090010), no C1000
Touch Thermal Cycler. Para a reagao de qPCR utilizou-se iTag Universal SYBR Green
Supermix (Bio-Rad) ou PerfeCTa SYBR® Green FastMix (QuantaBio), no 7500 Fast Real-
Time PCR (ThermoFisher) ou no CFX96 Real-Time System (Bio-Rad). Para as analises,
adotou-se a quantificacao pelo AACt, verificagdo da amplificagdo das amostras e do

NTC (No Template Control) na melt curve. Os primers utilizados foram os seguintes:

Gene Sequéncia (5" - 3')
Forward CAACCGCATAGGAGAAATCT
Ffar4 -1
Reverse GGACTCCACATGATGAAGAA
Forward TCATATGGGGTTACTCGGCG
Ffar4 -2
Reverse ATCACAATGACCAGTCCCGG
Forward CCATCCCTCTAGTGCTCGTC
Ffar4 -3
Reverse TGCGGAAGAGTCGGTAGTCT
Tnfa Foward GGTGCCTATGTCTCAGCCTCTT
Reverse GCCATAGAACTGATGAGAGGGAG
111b Foward GCCACCTTTTGACAGTGATGA
Reverse GATGTGCTGCTGCGAGATTT
I11-6 Forward CCAGTTTGGTAGCATCCATCATTTCT
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Reverse GACTTCCATCCAGTTGCCTTCTTGG
Gapdh Foward AACTTTGGCATTGTGGAAGG

Reverse ACACATTGGGGGTAGGAACA

Actb Foward CCAGTTGGTAACAATGCCATGT

Reverse GGCTGTATTCCCCTCCATCG
Tubala Foward CGGGCAGTGTTTGTAGACTTGG

Reverse CTCCTTGCCAATGGTGTAGTGC

Forward GAGGTCGGGTGGAGTACCA
Rpl13a

Reverse TGCATCTTGGCCTTTTCCTT

Tabela 2. Sequéncias dos primers utilizados no RT-qPCR.

5.17 Espectrometria de Massas das dietas experimentais e soro dos animais
No intuito de identificar a presenga, composi¢ao e o comportamento por sintese

ou degracao, dos acidos graxos em dietas ou tecidos bioldgicos, as fragoes lipidicas
das amostras foram extraidas utilizando-se a técnica de Folch (1957)%, em que 1 mL
de Cloroféormio:Metanol (2:1) foi adicionado em wum eppendorf com
aproximadamente 0,6 g de cada tipo de dieta/tecido. O contetdo foi homogeneizado
por vortex e posteriormente centrifugado. O sobrenadante foi coletado (150 pL) e
utilizado para as analises. Os lipidios das dietas e do soro dos animais foram metilados
pelo método proposto por Shirai, Suzuki e Wada (2005)%, utilizando 150 pL das
fracoes lipidicas da dieta e do soro. As amostras foram transferidas para tubos de
ensaios com tampa, posteriormente foi adicionado 1 mL de NaOH metandlico, 50 uL
de padrado interno (#91988 — Sigma-Aldrich) e 30 pL de BHT (Sigma-Aldrich). As
amostras foram agitadas no vortex e aquecidas em banho maria por 15 minutos, a 100
¢C. Para o soro, foi adicionado 2 mL de BFs (trifluoreto de boro, Sigma-Aldrich),
posteriormente foram agitadas e aquecidas por 20 segundos. Para a dieta, adicionou-
se 2 mL de reagente de esterificacao, foram agitadas e aquecidas por 5 minutos. Em
seguida, para todas as amostras, adicionou-se 1 mL de isoctano, agitou-se as amostras

e adicionou-se 5 mL de NaCl saturado. O sobrenadante do tubo foi utilizado para a
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analise. Os ésteres metilicos de acidos graxos foram analisados no espectrometro de
massas modelo GCMS-QP2010-Ultra (Shimadzu). Para analise, seguiu-se as seguintes
condi¢oes de operagao: coluna Stabilwax de 30 m, com diametro interno de 0,25 mm
e espessura de 0,25 um (Restek, EUA). Como gas de arraste foi utilizado o hélio de
alta pureza, com fluxo constante de 1 mL/min. Injetou-se 1.0 uL da amostra, com razao
de divisao do injetor de 1:15, com temperatura do injetor em 80 °C. As condigdes do
massa foram: voltagem de ionizagao de 70eV; temperatura da fonte do ion 200 °C, com
modo de varredura completo nos intervalos de massa entre 35-500, com 0,2
s/varredura de velocidade. A temperatura da maquina inicial foi de 80 °C, por 2
minutos, com aumento até 150 °C e depois 180 °C, durante 10 minutos. Em seguida, a

temperatura foi aumentada para 240 °C e assim permaneceu durante 50 minutos®.

5.18 Analise Estatistica

Inicialmente, foi realizado o teste de normalidade por Shapiro Wilk, seguido
pelo teste de igualdade de variancia Bartlett’s. Para os grupos expostos a dieta
hiperlipidica foi utilizado o teste t de Student. Para os dados nao normais, foi utilizado
o teste de Mann Whitney. Enquanto que nos protocolos de LPS e CLP, para dados
normais foi utilizado o teste One-Way ANOVA com post-test de Bonferroni. Para
dados com distribuicao nao normal, foi usado o teste de Kruskal Wallis. O ntimero
amostral para cada analise variou de 4 a 9 por grupo, dependendo do protocolo, nos
experimentos com animais. Enquanto nos experimentos com células, o numero
amostral variou de 3 a 4 por grupo e o teste estatistico utilizado foi One-Way ANOVA
com post-test Bonferroni. Os outliers foram retirados quando indicados pelo teste de
Grubbs. Os valores foram expressos como média + desvio padrao da média. O nivel de

significancia adotado foi de 5% (p<0,05).



49

5.19 Imagens

Todas as imagens do trabalho sao originais, criadas pela autora, por meio da

ferramenta Power Point (Microsoft®) ou no site BioRender.com.
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6 Resultados
6.1 Etapal

A anadlise in silico do projeto consistiu na avaliacao em sistema de célula tinica
(Single Cell) para mapeamento do gene do GPR120 (Ffar4) em células do sistema
imune do sangue periférico. Dessa forma, primeiramente, foi realizada tal analise para
identificar quais tipos celulares do sistema imune poderiam apresentar o receptor
GPR120 em sua superficie (Figura 12A). Posteriormente, o mapeamento do Ffar4
identificou a localizagao predominante em mondcitos e células dendriticas (Figura
12B). A fim de confirmar a especificidade do mapeamento do Ffar4, foi realizado o

mapeamento do gene do TLR4 e de CD14 (Figura 12C e 12D).
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Figura 12. Mapeamento do Ffar4 através de analise Single Cell. A. Marcadores especificos de células

imunes. B. Mapeamento do Ffar4. C. Mapeamento do TLR4. D. Mapeamento do CD14.
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A Etapa 2 do presente trabalho consistiu na caracterizagaio dos modelos

experimentais bem como a avaliagdo da expressao de Ffar4 (GPR120) no tecido

adiposo epididimal, na presenca de diferentes estimulos inflamatorios, em animais

C57BL/6] machos. Assim, o primeiro protocolo verificado foi o de exposicao a dieta

hiperlipidica. Previamente ao inicio dos protocolos, realizou-se analise do perfil de

acidos graxos das dietas dos roedores (Tabela 3). Verificou-se que a dieta hiperlipidica

contém = 45% mais gordura saturada, = 28,64% mais acidos graxos monoinsaturados,

= 42% menos acidos graxos poli-insaturados, = 60,56% menos w3, = 51,72% menos w6,

mas a razao w6 para w3 (w6:w3) esta maior = 18,81% (12w6:1w3) quando comparado a

dieta controle (9.s:1w3) (Figura 13).

Acido graxo Denominacao Dieta controle Dieta hiperlipidica
C10:0 Céprico ND 0.083 + 0.032
C12:0 Laurico ND 0.1+0.017
C13:0 Tridecandico 1.44 +£0.099 0.467 +0.163
C14:0 Miristico 0.105 = 0.007 1.44 £ 0.078
C14:1 Miristoleico ND 0.020
C15:0 Pentadecanoico 0.045 + 0.007 0.083 + 0.006
C16:0 Palmitico 14.495 + 0.431 20.953 £ 0.047
Cle:1 Palmitoleico 0.115 = 0.007 2.443 £ 0.076
C17:0 Heptadecandico 0.115 + 0.007 0.43 +0.017
C17:1 Cis-10- 0.055 + 0.007 0.31+0.010

Heptadecenoico
C18:0 Estearico 3.68 £ 0.071 11.303 £ 0.071
C18:1 Oleico 25.73 £0.622 33.987 +1.641
C18:1 Oleico 2.275+1.195 3.44 +0.297
C18:1 Oleico ND 0.105 +0.021
C18:2 Linoleico 46.125 + 0.997 21.653 £ 0.061




C18:3
C19:0
C19:1

C18:3

C20:0

C20:1

C20:1

C20:2

C20:2

C20:3

C20:3

C20:4

C22:0

C22:4

C22:4

Y. Saturados

Y Monoinsaturados

Y Poli insaturados

Y w3
Y w6
Y w6:w3

y-Linolénico
Nonadecanoico
Cis-10-
Nonadecanéico
a-Linolénico
Eicosandico
Cetoléico
Ertcico
11,13-
Eicosadiendico
Cis-11,14-
eicosadienoico
Cis-5,8,11-
Eicosatriendico
Di-homo-y-
Linolénico
Araquidonico
Docosanoico
6,9,12,15-
Docosatetraenoico
Cis-7,10,13,16-

Docosatetraendico

ND
ND
ND

4.69 +0.226
0.380
0.290
0.340

ND

0.030

ND

ND

ND
0.37 £0.028
0.100

ND

19.19 + 0.552
28.49 +1.768
50.88 £ 1.315
4.69 +0.226
46.14 +1.018
9.84 +0.258
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0.0467 £ 0.029
0.017 £ 0.012
0.037 +0.012

1.853 + 0.075
0.257 £0.015
0.757 +0.032
0.030
1.005 + 0.092

ND

0.035 + 0.007

0.177 + 0.038

0.3+0.010
0.087 £0.012
ND

0.11+£0.010

34.773 £ 0.176
39.927 +0.542
24.833 £ 0.520
1.853 + 0.075
22.287 +0.032
12.038 + 0.484
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Tabela 3. Perfil de acidos graxos da dieta controle e da dieta hiperlipidica. As analises foram feitas
em duplicata para dieta controle e triplicata para dieta hiperlipidica. Os valores foram expressos como

média + desvio padrdo da média.

A
= 42%
= 51,72%
60 s CT= 5% de gordura
= 28,64% = HF = 35% de gordura
=

~ 0,

= 45% -
40 L

==
= 60,56%
20 12,03
9,84
O T T T T ﬂ T T
Saturated F.A. Monounsaturated F.A. Polyunsaturated F.A. w3 w6 w6:w3

Figura 13. Somatoria do perfil de acidos graxos da dieta controle e da dieta hiperlipidica . As analises
foram feitas em duplicata para dieta controle e em triplicata para dieta hiperlipidica. Os valores foram

expressos como média + desvio padrao da média.

Posteriormente, essas dietas foram oferecidas ad libitum aos roedores dos
protocolos de indugao a inflamagao de baixo grau por exposigao a dieta hiperlipidica
(HF), por curto (3 dias) e longo prazo (60 dias). Apods 3 dias de consumo de dieta
hiperlipidica, os animais mantiveram a massa corporal (Figura 14A) e a glicemia de

jejum em relagao ao grupo CT (Figura 14B).
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Figura 14. Caracterizagio fenotipica do modelo experimental de dieta hiperlipidica 3 dias. A. Massa
corporal inicial e final. B. Glicemia de jejum. C. Analise do consumo alimentar. D. Foto representativa
do grupo CT e grupo HF. Cada grupo foi representado por 7 animais. Os valores foram expressos como

média + desvio padrao da média. O teste utilizado foi teste T, para os dados normais e o teste de Kruskal

ey

Wallis para os dados nao normais. Para diferenga significativa (p <0,05) foi adotado “*”.

Apds 60 dias de consumo de dieta hiperlipidica, os animais do grupo HF
mantiveram a progressao de aumento da massa corporal em relagao ao grupo CT, com
diferenca significativa a partir da quinta semana do experimento (Figura 15A-B). O
consumo alimentar foi avaliado semanalmente, porém sem diferenca significativa
entre os grupos (Figura 15C), entretanto, a dieta HF foi eficiente em elevar a glicemia
de jejum dos animais em relagao ao CT (Figura 15D). Por fim, antes e durante a

eutandsia dos animais, fotos representativas foram adquiridas (Figura 15E).
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Figura 15. Caracterizacao fenotipica do modelo experimental de dieta hiperlipidica 60 dias. A. Massa
corporal inicial e final. B. Evolugao da massa corporal semanal. C. Consumo alimentar avaliado
semanalmente. D. Glicemia de jejum. E. Foto representativa do grupo CT e grupo HF. Cada grupo foi
representado por 6 animais. Os valores foram expressos como média + desvio padrao da média. O teste
utilizado foi teste ¢, para os dados normais e o teste de Kruskal Wallis para os dados nao normais. Para

diferenca significativa (p <0,05) foi adotado “*”.

Apds 60 dias de consumo de dieta HF, o perfil de acidos graxos do soro dos
animais foi avaliado. Houve aumento no total de acidos graxos saturados, e poli-
insaturados (Figura 160 e 16Q), associados ao aumento especifico dos acidos graxos
C16:0 e C18:0 (Figura 16C e 16F) para saturados e C18:3, C20:4 e C22:6 (Figura 16],
16M e 16N) para poli-insaturados. O total de acidos graxos w3 e w6 também se
mostrou aumentado no grupo HF em relacdao ao CT, com respectiva diminuigao na

razao entre w6: w3 no soro dos animais HFD (Figura 16R-T).
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Figura 16. Perfil de acidos graxos do soro HFD 60 dias. A. C14:0 — Ac. Miristico. B. C15:0 — Ac.
Pentadecanéico. C. C16:0 — Ac. Palmitico. D. C16:1 — Ac. Palmitoleico. E. C17:0 — Ac. Heptadecanoico.
F. C18:0 — Ac. Estedrico. G. C18:1 — Ac. Oleico. H. C18.2 — Ac. Linoleico. I. C18:3 — Ac. y-Linolénico. J.
C18:3 — Ac. a-Linolénico. K. C20:1 - Ac. Gadoleico. L. C20:3 — Ac. Di-homo-y-Linolénico. M. C20:4 — Ac.
Araquidénico. N. C22:6 — Ac. Docosa-hexaendico. O. Somatéria dos 4cidos graxos saturados. P.
Somatodria dos 4cidos graxos monoinsaturados. Q. Somatoria dos dcidos graxos Poli-insaturados. R.
Somatodria dos acidos graxos w3. S. Somatoria dos acidos graxos wé6. T. Razao w6: w3. Cada grupo foi
representado por 5 amostras. Os valores foram expressos como média + desvio padrdo da média. Para

diferenca significativa (p <0,05) foi adotado “*”.

No intuito de se investigar modelos experimentais em alto grau de inflamacao,
foram iniciados protocolos de indugao de sepse através do protocolo de CLP. Apods o
periodo experimental houve diminui¢ao da glicemia de jejum dos grupos CLP 24 h e

CLP 48h em relacao aos grupos Sham 24 h e 48 h, respectivamente (Figura 17B).
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Figura 17. Caracterizagio fenotipica do modelo experimental de sepse induzida por CLP. A. Massa

corporal inicial 24 h e 48 h. B. Glicemia de jejum realizada com 8 h de jejum. O grupo Sham foi

representado por 6 animais e o grupo CLP por 9 animais. Valores expressos em média + desvio padrao.

O teste utilizado foi One-Way ANOVA, seguido de pos teste de Bonferroni. Para diferenca significativa,
p <0,05 foi adotado “*” .

A indugdo de sepse por meio da administragao de LPS também foi utilizada.

Ao final dos periodos experimentais, notou-se diminui¢ao da massa corporal no

grupo LPS 48 h em relagao ao CT 48 h (Figura 18B-C). O grupo LPS 24 h teve redugao

da glicemia de jejum comparado ao grupo CT 24 h (Figura 18D).
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Figura 18. Caracterizagio fenotipica do modelo experimental de sepse induzida por LPS. A. Massa

corporal inicial dos grupos. B. Massa corporal apds o protocolo de LPS. C. Glicemia de jejum realizada

com 8 h de jejum. O grupo Sham foi representado por 9 animais e o grupo CLP por 9 animais. Valores
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expressos como média + desvio padrao. O teste utilizado foi One-Way ANOVA, seguido do p0s teste

de Bonferroni. Para diferenca significativa, p <0,05 foi adotado, sendo “*”.

Posteriormente as caracterizagOes fenotipicas dos diversos protocolos de
inducdo inflamatoria de baixo e alto grau, foi avaliada por RT-qPCR a presenga de
transcritos inflamatdrios, como Tnfa e [l11b. Houve aumento do conteudo de RNA
mensageiro de Tnfa nos grupos LPS 24 h e CLP 48 h em relagao ao CT 24 h e Sham 48
h respectivamente (Figura 19A). Em relacao ao gene 1110, houve aumento nos grupos
LPS 24 h e 48 h, CLP 24 h e 48 h, em relacdo aos seus respectivos controles (Figura
19B). Nos grupos HF 3 dias e 60 dias nao houve diferenca em relacao ao Tnfa ou 111b
(Figura 19A-B). Além dos marcadores inflamatorios, foi observado o padrao do
comportamento do receptor GPR120, por meio da expressao de seu gene, o Ffar4.
Houve reducdo na expressdao de Ffar4 nos grupos LPS 24 h, CLP 24 h e 48 h

comparados aos seus grupos controles respectivamente (Figura 19C).
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Figura 19. Avalia¢ao da expressao génica de marcadores inflamatorios Tnfa e I11b e do receptor Ffar4.
A. Niveis de RNA mensageiro de Tnfa. B. Niveis de RNA mensageiro de Il1b. C. Niveis de RNA
mensageiro de Ffar4. Valores expressos como média + desvio padrdo. Para os protocolos HFD foram
utilizados os endogenos Tubala e Gapdh. Utilizou-se o teste ¢ para os dados normais, e teste de Kruskal
Wallis para dados nao normais. Para os protocolos de LPS e CLP foi utilizado o endégeno Gapdh.
Utilizou-se o teste One-Way ANOVA, seguido de pds teste de Bonferroni. Para diferenca significativa,

p <0,05 foi adotado, sendo “*”.
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Para complementar o entendimento diante dos diferentes quadros
inflamatdrios e o GPR120, o Ffar4 também foi avaliado em protocolo de overtraining.
O grupo OTD apresentou maior expressao do Ffar4 comparado aos grupos SED e TRD
(Figura 20A).
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Figura 20. Avaliacio da expressdo génica do Ffar4 em modelo overtraining. A. Niveis de RNA
mensageiro de Ffar4. O grupo SED continha 6 animais e os grupos TRD e OTD continham 5 animais..
Utilizou-se o teste One-Way ANOVA, seguido de pds teste de Bonferroni. Para diferenca significativa,

p <0,05 foi adotado, sendo “*”.

6.3 Etapa3

Uma vez observado os impactos dos protocolos inflamatdrios em animais
experimentais, sobre o gene Ffar4, iniciou-se a ETAPA 3 do trabalho, que consistiu na
caracterizagao dos processos inflamatdrios mediados por LPS e Palmitato em
linhagens de cultura celular RAW 264.7 e 3T3-L1, e a relagao com a expressao do gene
Ffar4.

Inicialmente realizou-se o ensaio de dose resposta no tempo 6 h com palmitato.
Observou-se que as doses de 25 uM e 50 pM de palmitato elevou os niveis de
expressao de Tnfa (Figura 21A), assim como a expressao de [I1b (Figura 21B). Além
disso, o Ffar4 aumentou em relagao ao CT na dose de 500 uM de palmitato (Figura

21Q).
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Figura 21. Ensaio de dose resposta do palmitato em 6 h em células RAW. A. Nivel de RNA mensageiro
Tnfa. B. Nivel de RNA mensageiro de II1b. C. Nivel de RNA mensageiro de Ffar4. Cada grupo foi

representado por n de 3-4. A expressao dos genes foi relativizada pela Actb. Valores expressos em média

%11

+ desvio padrdo. Para diferenca significativa, p <0,05 foi adotado

Em seguida, fizemos o mesmo ensaio experimental, com as mesmas doses,
porém com a coleta e avaliacdo do RNA mensageiro apos 24 h, com a finalidade de
exacerbar as respostas. Todas as doses utilizadas (25 uM até 500 pM) de palmitato
foram suficientes para aumentar os marcadores inflamatorios Tnfa e 111b (Figura 22A-

B). Enquanto o Ffar4 aumentou sua expressao nas doses 50 uM , 250 pM e 500 pM

(Figura 22C).
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Figura 22. Ensaio de dose resposta do palmitato em 24 h em células RAW. A. Nivel de RNA
mensageiro Tnfa. B. Nivel de RNA mensageiro de II1b. C. Nivel de RNA mensageiro de Ffar4. Cada
grupo foi representado por n de 3-4. A expressao dos genes foi relativizada pela Actb. Valores expressos

%11

em média + desvio padrao. Para diferenca significativa, p <0,05 foi adotado
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Em paralelo, também foi realizado ensaio de tempo-resposta, com LPS 10 ug/mL
em 6 h e 24 h, nas células RAW 246.7. Observou-se que em 6 h e 24 h os genes Tnfa e
[l11b aumentaram sua expressao comparado ao grupo CT (Figura 23A-B). Por outro
lado, houve reducao na expressao de Ffar4 em 6 h e 24 h, comparado ao grupo CT
(Figura 23C). Ademais, a expressao do Ffar4 voltou a aumentar no grupo 24 h em

relacao ao grupo 6 h (Figura 23C).
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Figura 23. Ensaio de LPS 10 ug/mL em 6 h e 24 h em células RAW. A. Nivel de RNA mensageiro Tnfa.
B. Nivel de RNA mensageiro de Il1b. C. Nivel de RNA mensageiro de Ffar4. A expressao dos genes foi

relativizada pela Actb. Cada grupo foi representado por n de 3-4. Valores foram expressos em média +

ey

desvio padrao. Para diferenga significativa, p <0,05 foi adotado

Adotado o tempo 6 h, o ensaio de dose resposta com diferentes doses de LPS
foi realizado. Nota-se que as doses de 50 ng/mL e 500 ng/mL de LPS apresentaram
aumento de Tnfa comparado ao grupo CT (Figura 24A). J4 a Il1b, apresentou aumento
nas dosagens 5 ng/mL, 50 ng/mL e 500 ng/mL de LPS comparado ao CT (Figura 24B).
Por fim, o gene Ffar4 apresentou reducao em todas as doses tratadas com LPS em

relacao ao CT (Figura 24C).
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Figura 24. Ensaio de dose resposta do LPS em 6 h em células RAW. A. Nivel de RNA mensageiro Tnfa.
B. Nivel de RNA mensageiro de II1b. C. Nivel de RNA mensageiro de Ffar4. A expressao dos genes foi

relativizada pela Actb. Cada grupo foi representado por n de 3-4.Valores expressos em média + desvio

ey

padrdo. Para diferenca significativa, p <0,05 foi adotado

A partir dos achados na linhagem RAW 264.7, iniciou-se 0s ensaios na
linhagem 3T3-L1. Inicialmente as células foram diferenciadas da 3T3-L1, para que os
fibroblastos se tornassem adipdcitos. As fotomicrografias demonstram éxito na

conducao do processo de diferenciagao (Figura 25 A-C).

Figura 25. Fotos representativas das células 3T3 diferenciadas em aumentos de 10x (A), 20x (B) e 40x

©.

Assim como no protocolo adotado na linhagem RAW, iniciou-se o ensaio de
tempo-resposta de palmitato nas células 3T3-L1, porém no tempo de 24 h. O Ffar4 nao
apresentou diferenca entre os grupos (Figura 26A). Os marcadores inflamatorios Tnfa

e [11b nao foram detectados neste ensaio.
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Figura 26. Ensaio de dose resposta do palmitato em 24h em células 3T3. A. Nivel de RNA mensageiro

de Ffar4. A expressao dos genes foi relativizada pela Actb. Cada grupo foi representado por n de 3-4.

ey

Valores expressos em média + desvio padrao. Para diferenca significativa, p <0,05 foi adotado “*”.

Em paralelo, realizou-se o ensaio com LPS 10 pug/mL em 6 h e 24 h na linhagem
3T3-L1. Observou-se que o gene II1b nao alterou em 6 h e 24 h em relagao ao CT
(Figura 27A). Enquanto a expressao de Ffar4 diminuiu em 6 h e 24 h comparado ao

grupo CT (Figura 27B). Neste ensaio, o Tnfa nao foi detectado.
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Fig 27. Ensaio de LPS 10 ug/mL em 6 h e 24 h em células 3T3-L1. A. Nivel de RNA mensageiro I/1b. B.
Nivel de RNA mensageiro de Ffar4. A expressao dos genes foi relativizada pela Actb. Cada grupo foi
representado por n de 3-4. Valores expressos em média + desvio padrao . Para diferenga significativa,

p <0,05 foi adotado “*”.

Em seguida, foi feito o ensaio de dose resposta de LPS na linhagem 3T3-L1 apos
24 h. Assim como o tratamento com palmitato, o Ffar4 nao apresentou diferenca nas
diferentes doses (Figura 28A). Os marcadores inflamatdrios Tnfa e Il1b nao foram

detectados neste ensaio.
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Figura 28. Ensaio de dose resposta do LPS em 24 h em células 3T3. A. Nivel de RNA mensageiro de

Ffar4. A expressao dos genes foi relativizada pela Actb. Cada grupo foi representado por n de 3-4.

ey

Valores expressos em média + desvio padrao. Para diferenca significativa, p <0,05 foi adotado

Para melhor mimetizar o que ocorre no tecido adiposo, foi proposto o ensaio
nas células 3T3-L1 com meio condicionado tratado com LPS ou IL1 nas células RAW
264.7, descrito previamente. O primeiro ensaio com meio condicionado foi feito com
dose resposta de LPS. Apds 24 h na linhagem 3T3-L1, observou-se diminuicao do Tnfa
na dose 50 ng/mL comparado ao CT (Figura 29A) e aumento de I/1b na dose 500 ng/mL

(Figura 29B). Enquanto em relacao ao Ffar4 observou-se diminuicao nas doses 0,5 e 5

ng/mL (Figura 29C).
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Figura 29. Ensaio de meio condicionado da RAW com LPS adicionado na 3T3. A. Nivel de RNA
mensageiro Tnfa. B. Nivel de RNA mensageiro de Il1b. C. Nivel de RNA mensageiro de Ffar4. A
expressao dos genes foi relativizada pela Actb. Cada grupo foi representado por n de 3-4. Valores

ey

expressos em média + desvio padrdo. Para diferenga significativa, p <0,05 foi adotado
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O préximo ensaio foi feito com o meio condicionado tratado com IL1B. Tanto o
gene Tnfa quanto o II1b nao apresentaram diferenca entre as doses em relagao ao CT
(Figura 30A-B). Contudo, o Ffar4 diminuiu em todas as doses utilizadas (0,5 até 50

ng/mL) em comparacao ao CT (Figura 30C).
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Figura 30. Ensaio de meio condicionado da RAW com IL1 adicionado na 3T3. A. Nivel de RNA

mensageiro Tnfa. B. Nivel de RNA mensageiro de II1b. C. Nivel de RNA mensageiro de Ffar4. A
expressao dos genes foi relativizada pela Actb. Cada grupo foi representado por n de 3-4. Valores

expressos em média + desvio padréo. Para diferenga significativa, p <0,05 foi adotado “*”.

Além dos ensaios com linhagem celular, macrofagos derivados da medula 6ssea
(BMDM) foram isolados de camundongos C57BL/6]. Apds o cultivo de BMDM, foi
feito o ensaio de dose-resposta com LPS (10 ng/mL a 500 ng/mL). O experimento foi

validado com II6 (Figura 31 A). No entanto, ndo conseguimos detectar a expressao de

Ffar4.
A. IL6
seokokok
2500000 - | ok
2000000 4
1500000
% 1000000 - A
™ 500000 AL -
. NS = S VO N
-500000 | | ! T T !
CcT 10 ng/mL 50 ng/mL 100 ng/mL 250 ng/mL 500 ng/mL
LPS

Figure 31. Ensaio de dose-resposta de LPS em BMDM. A. Verificagdo do experimento através da

expressao génica de IL6. A expressao dos genes foi relativizada pela Rpl13a. Cada grupo foi
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representado por n de 5-6. Valores expressos em média + desvio padrao. Para diferenga significativa, p

<0,05 foi adotado “*”.

Entao, para verificar se diferentes localizagoes do gene Ffar4 poderiam ser
expressos de forma diferente, em diferentes células, trés primers foram testados. O
primeiro primer apresenta-se entre o exon 2 e 3, o segundo primer apresenta-se entre

oexon 1 e 2, e o terceiro primer apresenta-se entre o exon 1 e 3 (Figura 32).
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Figure 32. Desenho esquematico dos 3 diferentes primers de Ffar4. Figura adaptada do site do NCBL

Os trés primers foram testados no tecido adiposo branco (WAT) e no figado 24
h apds administrar LPS nos camundongos. O Ffar4 diminuiu no grupo LPS no WAT
(Figura 33A). Além disso, o Ffar4 no figado nao se alterou (Figura 33B). Os diferentes
primers tiveram o mesmo comportamento tanto no WAT quanto no figado, porém
comportamentos diferentes na melt curve (Figura 33C-H). Nota-se dois picos diferentes
na melt curve do primer 3 (Figura 33G-H), o que sugerem que varios produtos de PCR
estao sendo produzidos (diferentes produtos tém diferentes temperaturas de fusao
com base na ligacao de hidrogénio dos diferentes comprimentos e sequéncias de

DNA). Isto pode sugerir diferentes isoformas do Ffar4.



68

A Ffar4 B. Ffar4
2.0
© CT © CT
154 o A LPS A LPS
©]
] 8]
g 1.0+ 3
& & 4 &
0.5+
0.0 T T T 0.0 T T T
Primer 1 Primer 2 Primer 3 Primer 1 Primer 2 Primer 3
Tecido Adiposo Inguinal Figado
C. D
Melt Curve - Primer 1
600 - cT
- LPS Liver - Melt curve primer 1
400 600 e CT
400 ;ﬂ% o LPs
200 200 ."} i‘
ﬁ.mnnun“ %
»,
’ 2 Mo ks g o Mg N R N
o o e H998008000900 * -200 Temperature )
BN B A X S SRR S S S S S S Y S S S
Temperature
E . Melt Curve - Primer 2 F .
300
Liver - Melt curve primer 2
200 - cr 300,
- LPS CcT
200~ - LPS
100 i ﬁi
! iii
s ; i
R e S S e
Temperature IR A S S AN A S S e g SEEE 88050 6
-100 Temperature
G . Melt Curve - Primer 3 H .
600
Liver - Melt curve primer 3
400 400 {Ii * CT
ii 5 it - LPS
0 0 ii;gﬂﬁﬁiiiiﬁﬁiii;uﬂ! et ‘iii
$ ]
o »,

-3 R R SN A S S R I R - R g Y

Temperature Temperature

200

Figure 33. Padronizacido dos primers de Ffar4 no WAT e no figado 24 h apos LPS. A. Expressao de
Ffar4 com os 3 primers no WAT. B. Expressao de Ffar4 com os 3 primers no figado. C. Melt curve do
Primer 1 no WAT. D. Melt curve do Primer 1 no figado. E. Melt curve do Primer 2 no WAT. F. Melt curve
do Primer 2 no figado. G. Melt curve do Primer 3 no WAT. H. Melt curve do Primer 3 no figado. A
expressao dos genes foi relativizada pela Rpl13a. Cada grupo foi representado por 5 animais. Utilizou-
se o teste One-Way ANOVA, seguido de pds teste de Bonferroni. Valores foram expressos em média +

ey

desvio padrao. Para diferenga significativa, p <0,05 foi adotado

Prévios estudos na literatura descreveram duas isoformas de Ffar4 humano,
uma isoforma curta e outra longa®. A partir desse dado, foram verificadas as
semelhangas entre o Ffar4 humanos e o de mus musculus. A sequéncia do gene Ffar4

Humano tem 84% de homologia com Ffar4 de mus musculus (Figura 34).
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Query: None Query ID: 1lcl|Query_66003 Length: 23408

>Mus musculus genome assembly, chromosome: 19
Sequence ID: 0X439033.1 Length: 59470459
Range 1: 36142815 to 36143440

Score:603 bits(326), Expect:7e-166,
Identities:526/626(84%), Gaps:0/626(0%), Strand: Plus/Plus

Query 6
CCTCCCAGATGAGCACTCTCTCAGACCGCTGCGGGCCGCCAGGCGCCGGGAATGTCCCCT 65

FECECEEEEEEEr Tere e e ee teee et erret 1
LTI

Sbjct 36142815
CCTCGCAGATGAGCGCTCTCTCAGACAGCGGCGGGCGGCCGGGCGCCCGGCATGTCCCCT 36142874

Query 66
GAATGCGCGCGGGCAGCGGGCGACGCGCCCTTGCGCAGCCTGGAGCAAGCCAACCGCACC 125

Sbjct 36142875
GAGTGTGCACAGACGACGGGCCCTGGCCCCTCGCACACCCTGGACCAAGTCAATCGCACC 36142934

Query 126
CGCTTTCCCTTCTTCTCCGACGTCAAGGGCGACCACCGGCTGGTGCTGGCCGCGGTGGAG 185

Sbjct 36142935
CACTTCCCTTTCTTCTCGGATGTCAAGGGCGACCACCGGTTGGTGTTGAGCGTCGTGGAG 36142994

Query 186
ACAACCGTGCTGGTGCTCATCTTTGCAGTGTCGCTGCTGGGCAACGTGTGCGCCCTGGTG 245

[
Sbjct 36142995
ACCACCGTTCTGGGGCTCATCTTTGTCGTCTCACTGCTGGGCAACGTGTGTGCTCTAGTG 36143054

Query 246
CTGGTGGCGCGCCGACGACGCCGCGGCGCGACTGCCTGCCTGGTACTCAACCTCTTCTGC 305

Sbjct 36143055
CTGGTGGCGCGCCGTCGGCGCCGTGGGGCGACAGCCAGCCTGGTGCTCAACCTCTTCTGC 36143114

Query 306
GCGGACCTGCTCTTCATCAGCGCTATCCCTCTGGTGCTGGCCGTGCGCTGGACTGAGGCC 365

ERRRRRRNNRNNE
Sbjct 36143115

Figure 34. Blast do gene humano do Ffar4 em relacdo ao Ffar4 de Mus musculus. Figura criada pelo

site NCBI.

Por fim, utilizou-se camundongos que receberam LPS 6 mg/Kg via
intraperitoneal, onde coletou-se o tecido adiposo branco apos 24 h. Foram isolados os
adipdcitos da fragao vascular do estroma (SVF), que contém varios tipos de células,
como células endoteliais e macrofagos. O Ffar4 foi reduzido em adipodcitos isolados

(Figura 35A), mas nao foi diferente na SVF (Figura 35B).
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Figure 35. Ensaio de adipdcitos primarios e fracdo vascular do estroma 24 h ap6s LPS. A. Nivel de
RNA mensageiro de Ffar4 em adipocitos primarios. B. A. Nivel de RNA mensageiro de Ffar4 na fracao
vascular do estroma. A expressao dos genes foi relativizada pela Rpl13a. Cada grupo foi representado

por 5 animais. Valores foram expressos em média + desvio padrao. Para diferenga significativa, p <0,05

ey

foi adotado

Por fim, outro fator de interesse era verificar o fator de transcricao do Ffar4.
Dados prévios sugeriram o PPARy como fator de transcricao para o Ffar4. Portanto,
analizamos o gene em animais com delecao de apenas uma copia de PPARy em

adipdcitos, porém a expressao de Ffar4 nao foi diferente entre os grupos (Figura 36A).
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Figura 36. Expressao do Ffar4 no tecido adiposo de animais com delecao de PPARY. A. Nivel de RNA
mensageiro de Ffar4. A expressao dos genes foi relativizada pela Actb. Cada grupo foi representado
por 5 animais. Valores foram expressos em média + desvio padrao. Para diferenga significativa, p <0,05
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foi adotado
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6.4 Etapa4

A ligadura e perfuracao do ceco (CLP) ¢ um modelo de sepse polimicrobiana,
sendo considerado padrao ouro no modelo de sepse®f. Este modelo pode ser
utilizado em diferentes niveis de inflamagao, dependendo da distancia em que a
ligadura é feita, assim como o nimero de perfuragdes. Portanto, antes de iniciar a
gavagem com acidos graxos ®3, adotou-se a inflamac¢ao branda e a cirurgia foi
padronizada de acordo com o protocolo previamente descrito com a finalidade de

atingir dose letal de 50 (LD50) (Material e métodos 5.3 B — Figura 37).

Figure 37. Cirurgia de ligadura e perfuracio do ceco (CLP). 1. Animal foi anestesiado. 2. Apos
assepsia, pequena incisdo linear foi feita dando acesso a cavidade abdominal. 3. Ceco foi exposto. 4.
Ligadura do ceco foi feito 1 cm de distancia do final do ceco, com fio de seda. 5. Perfusao tinica foi feita
na ponta do ceco com agulha 20-gauge. 6. Ceco foi reintroduzido na cavidade abdominal. 7. Cavidade
abdominal foi suturada com fio chromic gut. 8. Pele suturada com fio de polipropileno. Fotos feitas pela

autora.
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Apdés o CLP, os camundongos foram acompanhados por 120 h para
acompanhar a taxa de sobrevivéncia, temperatura, massa corporal e ingestao
alimentar. Ao final do quinto dia, 50% do grupo CLP nao sobreviveu, caracterizando
dose letal 50 (LD50) (Figura 38A). Além disso, a temperatura diminuiu no CLP ap0s 8
e 10 h (Figura 38B). A massa corporal diminuiu no CLP as 72 h (Figura 38C). Isso é
consequéncia da diminui¢ao do consumo alimentar do grupo CLP em 94% em relagao

ao Sham, que continua menor as 72 h (Figura 38D).
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Figura 38. Caracterizacdo fenotipica do modelo experimental de CLP 2. A. Probabilidade de
sobrevivéncia. B. Temperatura. C. Massa corporal. D. Avaliacdo do consume alimentar. Cada grupo
iniciou o experimento com n=6. Valores expressos como média + desvio padrdo. Para analise de

sobrevivéncia, utilizou-se Kaplan-Meier. Para as outras anadlises, utilizou-se Two-Way ANOVA,

eYd

seguido do pds teste de Bonferroni. Para diferenca significativa, p <0,05 foi adotado, sendo

Como a sepse é uma condicao que exige alto gasto energético, de forma indireta
foi acessado gliconeogénese e lipolise. A glicemia diminuiu no CLP as 10 h (Figura
39A). O plasma foi coletado 24 h p6s-CLP, a insulina nao foi alterada entre os grupos

e o NEFA diminuiu no CLP (Figura 39B-C).
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Figura 39. Caracterizacdo do modelo CLP 2 em relacao aos parametros bioquimicos. A. Glicemia. B.
Insulina. C. NEFA. Cada grupo iniciou o experimento com n=6. Valores expressos como média + desvio

padrdo. Utilizou-se Two-Way ANOVA, seguido do pods teste de Bonferroni. Para diferenga

%1

significativa, p <0,05 foi adotado, sendo

Apds padronizagao da CLP, os camundongos receberam 6leo mineral (MO)
como controle, 6leo de linhaga (FS) e 6leo de peixe (FO), ambos fontes de acidos graxos
w3, através de gavagem. Primeiramente, foi feita a gavagem diariamente com 100 pL
de cada dleo por 5 dias, para analise da composigao corporal antes e apos gavagem. A
gavagem didria de cinco dias com os respectivos 6leos nao alterou a composigao

corporal entre os grupos (Figura 40A-B).
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Figura 40. Composicdo corporal apds gavagem com fontes de w3. A. Composicdo corporal antes da
gavagem. B. Composigao corporal apos 5 dias consecutives de gavagem. Os grupos apresentaram n=6-
7. Valores expressos como média + desvio padrao. Utilizou-se Two-Way ANOVA, seguido do pos teste

de Bonferroni. Para diferenca significativa, p <0,05 foi adotado, sendo “*”.

Em seguida, os grupos MO, FS e FO passaram pelo CLP. No quinto dia, C+FO
apresentou probabilidade de sobrevivéncia de 11,11%, enquanto C+FS foi de 44,44% e
C+MO 77,77%, portanto a probabilidade de sobrevivéncia do C+FO foi menor do que
C+MO (Figura 40A). Quatro horas pds-CLP, C+FS apresentou maior glicemia em

comparagao a C+tMO, enquanto C+FO foi maior apods 6 h (Figura 41D). A massa



74

corporal e a temperatura foram aferidas apds a cirurgia, mas nao alteraram entre os

grupos (Figura 41B-C).
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Figure 41. Caracterizagio fenotipica do modelo experimental de CLP apods gavagem com w3. A.
Probabilidade de sobrevivéncia. B. Temperatura. C. Massa corporal. D. Glicemia. Os grupos foram
representados por n=9-10. Valores expressos como média + desvio padrdo. Para andlise de
sobrevivéncia, utilizou-se Kaplan-Meier. Para as outras andlises, utilizou-se Two-Way ANOVA,

seguido do pds teste de Bonferroni. Para diferenca significativa, p <0,05 foi adotado, sendo “*”.

Como as fontes de w3 nao conseguiram melhorar a sobrevida, em vez disso, o
FO piorou-a, o proximo passo foi analisar as citocinas no plasma 24 h ap6s o CLP. No
entanto, IL1f3, IL6, IL10, IL17, MCP1 e TNFa nao se alteraram entre os grupos (Figura
42A-F).
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Figura 42. Painel de citocinas do experimento de CLP com gavagem prévia de w3. O plasma foi
coletado 24 h apds CLP. A. IL13. B. IL6. C. IL10. D. IL17. E. MCP1. F. TNFa. Os grupos apresentaram

n=3-5. Valores expressos como média + desvio padrao. Utilizou-se Two-Way ANOVA, seguido do pos
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teste de Bonferroni. Para diferenca significativa, p <0,05 foi adotado, sendo

Nao foi possivel esclarecer a razdo do grupo FO piorar a sobrevida apos CLP.
Entao, o experimento foi redefinido com a finalidade de evidenciar mais o grupo FO
e, também, verificar se o 6leo mineral é de fato o melhor placebo para estudos com
0leos. Todos os grupos foram submetidos a CLP, mas um deles recebeu gavagem com
seringa vazia (CLP), enquanto MO e FO receberam 100 pL de 6leo mineral e dleo de
peixe, respectivamente. Assim como no experimento anterior, foi verificada a
composicao corporal antes e apds 5 dias de gavagem diaria e nao foi observado

diferencgas entre os grupos (Figura 43A-B).
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Figura 43. Composicdo corporal apds gavagem com 6leo de peixe. A. Composi¢ao corporal antes da
gavagem. B. Composicdo corporal apos 5 dias consecutives de gavagem. Os grupos foram
representados por n=6-7. Valores expressos como média + desvio padrdo. Utilizou-se Two-Way

ANOVA, seguido do pos teste de Bonferroni. Para diferenca significativa, p <0,05 foi adotado, sendo

1%y

Em seguida, os camundongos foram submetidos a CLP apds o periodo de
gavagem. Apods 120 h pos-CLP, CLP+MO teve 12,28% de chance de sobreviver,
enquanto CLP teve 33,33%, e CLP+FO 28,57%, porém nao houve diferenca estatistica
entre os grupos (Figura 44A). A temperatura e a massa corporal também foram
acompanhadas, mas nao houve diferenca entre os grupos (Figura 44B-C).
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Figura 44. Caracterizacdo fenotipica do CLP apods gavagem com MO e FO. A. Probabilidade de
sobrevivéncia. B. Temperatura. C. Massa corporal. Os grupos foram representados por n=6-7. Valores
expressos como média + desvio padrdo. Para andlise de sobrevivéncia, utilizou-se Kaplan-Meier. Para
as outras andlises, utilizou-se Two-Way ANOVA, seguido do pds teste de Bonferroni. Para diferenga

%1

significativa, p <0,05 foi adotado, sendo “*”.

A glicemia também foi acompanhada pds-CLP, mas nao houve diferenca entre
os grupos (Figura 45A). Apds 24 h da cirurgia CLP, NEFA, insulina e somatostatina

nao foram diferentes entre os grupos (Figura 45B-D).
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Figura 45. Caracteriza¢do do modelo CLP apods gavagem com MO e FO relacdo aos parametros
bioquimicos. A. Glicemia. B. NEFA. C. Insulina. D. Somatostatin. Os grupos foram representados por
n=5-7.Valores expressos como média + desvio padrdo. Utilizou-se Two-Way ANOVA, seguido do pos

teste de Bonferroni. Para diferenca significativa, p <0,05 foi adotado, sendo “*”.

Embora CLP+MO nao tenha sido diferente de CLP ou CLP+FO, CLP+MO
apresentou uma taxa de sobrevivéncia 50% pior comparado ao CLP. Portanto, as
citocinas inflamatdrias foram avaliadas apos 24 h com a finalidade de esclarecer a

diferenca entre os comportamentos dos grupos, mas nao foi observada diferenca entre

os grupos (Figura 46A-F).
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Figura 46. Painel de citocinas do experimento de CLP com gavagem prévia de MO e FO. O plasma
foi coletado 24 h apds CLP. A. IL13. B. IL6. C. IL10. D. IL17. E. MCP1. F. TNFa. Os grupos foram
representados por n=4-5. Valores expressos como média + desvio padrdo. Utilizou-se Two-Way

ANOVA, seguido do pos teste de Bonferroni. Para diferenca significativa, p <0,05 foi adotado, sendo

1%y

Paralelamente aos experimentos com CLP, foram realizados experimentos com
LPS. A dose de LPS adotada foi de 6 mg/Kg, pois estudos prévios do laboratdrio
mostraram que esta dose representa LD50. Portanto, a primeira abordagem foi
gavagem didria por cinco dias consecutivos com MO, FS e FO, depois administragao
intraperitoneal de LPS. Os dados mostraram que LPS+tMO (66,66%) teve duas vezes
maior probabilidade de sobrevivéncia em comparacao com LPS+FO (33,33%),
enquanto LPS+FS foi de 50%, mas a probabilidade de sobrevivéncia nao foi diferente
entre os grupos (Figura 47A). A glicemia foi menor no LPS+FO apds 12 h em
comparacao ao LPS+MO (Figura 47B). O peso corporal nao se alterou entre os grupos
até 96 h, quando LPS+FS aumentou o peso corporal em comparacao com LPS+tMO
(Figura 47C). Tanto o LPS +FS quanto o +FO aumentaram a temperatura apds 3 h, mas

o LPS+FO apresentou temperatura mais baixa em 12 h e 72 h em comparagao ao

LPS+MO (Figura 47D).
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diferenca significativa, p <0,05 foi adotado, sendo

Anteriormente, foi verificado no modelo CLP se o MO é o melhor placebo, mas
os dados sugerem que pode ser que o 6leo mineral nao seja o melhor placebo. Em
seguida, os animais receberam gavagem com seringa vazia (LPS) para mimetizar o
estresse e o outro grupo recebeu FO (LPS+FO). Apds 5 dias de gavagem didria, os
camundongos receberam LPS. A probabilidade de sobrevivéncia no LPS+FO ficou em
torno de 90% e no LPS em torno de 66,66%, porém nao estatisticamente diferente
(Figura 48A). Consistente com as taxas de sobrevivéncia, nao observamos diferencas

entre os grupos em termos de glicemia, massa corporal e temperatura (Figura 48B-D).
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Figure 48. Caracterizacdo fenotipica do LPS apods gavagem com FO. A. Probabilidade de
sobrevivéncia. B. Temperatura. C. Massa corporal. D. Glicemia. Os grupos foram representados por
n=9-10. Valores expressos como média + desvio padrao. Para analise de sobrevivéncia, utilizou-se
Kaplan-Meier. Para as outras analises, utilizou-se Two-Way ANOVA, seguido do pos teste de
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Bonferroni. Para diferenca significativa, p <0,05 foi adotado, sendo
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7 Discussio

O receptor GPR120 tem sido amplamente investigado devido a suas agoes
pleiotropicas intracelulares, principalmente as voltadas ao controle da resisténcia a
insulina e inflamagao®. Inicialmente foi descrito como reconhecedor principal de
acidos graxos w3, contudo, diversos agonistas sintéticos estao disponiveis para testes
cientificos, devido a seu impacto no controle de doengas metabdlicas, como obesidade
e diabetes tipo 2 ¢, O receptor GPR40 apresenta 10% de homologia ao GPR120, sendo
o GW9508, duplo agonista, atuando em ambos os receptores. Agonistas especificos
para GPR40, como a TAKS875, conhecida também como Fasiglifam®, ja se encontram
em ensaio clinico de fase III, para controle da hiperglicemia em pacientes com diabetes
tipo 2%, Devido a semelhanca desses receptores e também a atividade downstream de
ambos®, é possivel que em breve agonistas especificos para GPR120 também sejam
empregados em estudos clinicos. Uma vez ativado, o GRP120 é capaz de desarticular
o processo inflamatorio e consequentemente promover a melhora da homeostase
metabdlica sistémica. Essas a¢does podem ir além do controle inflamatodrio, em células
de tecidos metabodlicos, mas também em células especificas do sistema imune,
demonstrados em diversos trabalhos®’, sendo esta a hipdtese investigativa do

presente trabalho.

Embora outros estudos tenham relacionado a presenga do GPR120 em células
do sistema imune, nao foi encontrado outro estudo que compare a expressao do Ffar4
diante da exposic¢ao da dieta hiperlipidica em diversos periodos, em quadros de sepse,
em diferentes graus de intensidade, em animais e células. Apesar da auséncia de
estudos investigando a expressao de Ffar4 em quadros de sepse, 0 w3 é um nutriente
amplamente estudado em doengas inflamatorias agudas, como a sepse, ou cronicas,
como a aterosclerose e obesidade, o que justifica a importancia de se entender melhor
o comportamento da expressao do Ffar4, com ou sem estimulo de w3 nessas

situagoes*’.
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Em conjunto com dados prévios encontrados na literatura, a analise em modelo
de Single Cell, no que tange o mapeamento do Ffar4, fortaleceu a hipotese do trabalho.
Os dados obtidos neste trabalho a partir de uma grande base de dados apontou a
presenga do Ffar4 predominantemente em células de agao central na imunidade inata,
como 0s mondcitos e as células dendriticas. Este dado confirmou a presenca do Ffar4
em células do sistema imune. Apesar do trabalho ter utilizado camundongos como
modelo investigativo, o objetivo do estudo, de forma abrangente, foi encontrar
estratégias que possam auxiliar tratamento em humanos. Portanto, a base de dados
utilizada na andlise in silico foi crucial para direcionar as posteriores investigagoes in

vitro e in vivo do presente estudo.

O segundo objetivo do estudo foi verificar se o Ffar4 é modulado em diferentes
quadros inflamatdrios. Para isso, inicialmente foram utilizados camundongos
C57BL/6] em diferentes quadros inflamatdrios, como exposicao a dieta hiperlipidica,
modelos de sepse e overtraining. Ademais, sabe-se que o tecido adiposo ¢ um dos
tecidos com maior expressao do Ffar4, tanto em roedores quanto em humanos®®. Nao
obstante, esse tecido ¢ bem caracterizado em contextos de obesidade e sepse. Na
obesidade, a hipertrofia do tecido adiposo promove diversas alteragoes metabdlicas,
entre elas, o recrutamento de macréfagos e sua polarizagao, do perfil anti-inflamatdrio
para pré-inflamatorio®72. Na condicao de sepse, o tecido adiposo sofre lipolise
intensa, devido ao aumento do catabolismo -caracteristico da reprogramacao
metabdlica da sepse”7. Portanto, o tecido adiposo foi o tecido alvo do presente

estudo.

Outros estudos apontam que o tecido adiposo responde a ingestao de dieta
hiperlipidica, mesmo em curto prazo’®”. Por enquanto, parece nao haver descri¢oes
sobre a expressao génica de Ffar4 no contexto agudo de exposicao a dietas
hiperlipidicas no tecido adiposo epididimal. Contudo, estudo anterior a esse, nosso
grupo mostrou que em 3 dias de exposi¢cao a HF o tecido adiposo mesentérico nao

apresentou diferenca no conteado proteico de GPR120 entre o grupo controle e o
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grupo que recebeu dieta hiperlipidica’. Neste trabalho, a dieta hiperlipidica, em curto
ou longo prazo nao foi capaz de alterar de forma significativa o padrao de expressao
do Ffar4. Contrario ao nosso estudo, em 2012, Ichimura et al. trouxeram a evidéncia
inicial de que a obesidade poderia aumentar o contetido de GPR120 no tecido adiposo
de roedores e humanos”, uma vez que o GPR120 poderia ser um sensor lipidico. Isso
também foi verificado em outros trabalhos experimentais, que apesar de nao
demonstrarem diferencas significativas, parece haver um comportamento de aumento
do conteudo proteico de GPR120 em organismos expostos a dieta hiperlipidica, por
60 dias ou mais®¥*%38, Além disso, Oh e colaboradores (2010), verificaram que a
expressao de Ffar4 estava aumentada na fracdao vascular estromal (SVF) do tecido
adiposo de animais alimentados com HF, mas nao foi observada uma diferenca nos
adipocitos®. Portando, a diferenca dos resultados encontrados em nosso estudo,
quando comparado aos demais, pode estar relacionada a avaliagdo da expressao de

Ffar4 no tecido adiposo total, e nao nas diferentes fragoes do tecido.

No quadro de inflamagao severa, os protocolos de CLP em 24 h e 48 h, e no
protocolo de LPS em 24 h, houve redugao da glicemia de jejum em relagao aos seus
respectivos controles. E sabido que tanto a hiperglicemia como a hipoglicemia
proporcionam maior correlagao com a mortalidade em pacientes com sepse 841, Os
dados da glicemia de jejum acompanham as observagoes feitas durante o pds-
operatdrio da CLP, em que foi notado o alto grau de debilidade dos animais,
independente do tempo (24 h ou 48 h), assim como no pds administra¢ao de LPS. Em
24 h pos LPS, os animais apresentaram pouca ou nenhuma movimentacao, olhar
baixo, caracteristicas clinicas associadas ao quadro de sepse, enquanto que em 48 h os

animais estavam mais ativos, em processo de convalescenga.

As citocinas TNFa e IL1B sao as mais estudadas em relagao a sepse *. Dessa
forma, os dados apresentados relativos a expressao dos genes Tnfa e 111b sao coerentes
aos dados fisiologicos, uma vez que Tnfa apresentou aumento no grupo CLP 48 h e

LPS 24 h, em relacao ao grupo Sham 48 h e CT 24 h, respectivamente. A II1b
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apresentou-se elevada nos grupos CLP 24 h e 48 h, LPS 24 h e 48 h, comparados ao
Sham 24 h e 48 h e CT 24 h e 48 h, respectivamente. Por outro lado, o Ffar4 parece
responder aos estimulos inflamatorios, uma vez que os protocolos de sepse que
obtiveram aumento da expressao de genes inflamatdrios apresentaram reducao do
Ffar4. Muredda et al. (2018) também observaram, em adipocitos humanos, que a

exposicao a IL1B reduziu a expressao de Ffar4®.

Trabalhos prévios em modelos experimentais demonstram que a ativagao ou
inibicilo do GPR120 impactam diretamente a expressao de proteinas pro-
inflamatdrias®®®, no entanto, pouco se sabe sobre os efeitos de diferentes graus de
inflamag¢ao na modulacao do GPR120. Para complementar os modelos inflamatdrios
proposto, o Ffar4 foi analisado apos protocolo de overtraining e, diferente dos outros
modelos utilizados, apresentou aumento em sua expressao em relacao ao grupo
sedentdrio e ao grupo treinado. De acordo com os achados dessa etapa do estudo,
observou-se que o estimulo inflamatdrio, independente do estimulo lipidico, foi capaz
de modular a expressao de Ffar4. A fim de melhor elucidar se a expressao de Ffar4 é
modulada especificamente em macrofagos ou por adipdcitos, ou ainda, macrofagos
recrutados no tecido adiposo, iniciou-se experimentos em linhagens celulares
linhagens RAW 264.7 e 3T3-L1, assim como cultura primdria. Além disso, as linhagens
celulares foram utilizadas para avaliar se a modulagao do Ffar4 é dependente de LPS
ou de IL1B.Células RAW 264.7 em ensaio de dose-resposta com palmitato e com LPS,
possibilitaram maior detalhamento dos fendmenos observados nos experimentos com
roedores. Na dose-resposta com palmitato, no tempo de coleta de 6 h, o Ffar4
aumentou sua expressao em 500 uM, enquanto Tnfa e Il1b aumentaram nas suas
menores doses de 25 e 50 uM. Ja em 24 h, nas doses de 50 a 500 pM de palmitato
aumentaram a expressao de Ffar4, Tnfa e 111b. Dessa forma, através da utilizacao da
linhagem RAW observou-se aumento do Ffar4 diante do estimulo de palmitato, o que
nao foi observado no modelo animal de dieta hiperlipica no tecido adiposo

epididimal, tanto a curto prazo quanto a longo prazo.
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Células RAW 264.7, submetidas ao ensaio de tempo-resposta apresentaram na
dose de LPS (10 pg/mL), aumento da expressao de Tnfa e Il1b, e redugao de Ffar4 tanto
em 6 h quanto 24 h. Portanto, na dose-resposta de LPS conduzida em 6 h, foi
observado aumento significativo do Tnfa e da Il1b comparado ao CT. J4 em rela¢ao ao
gene do Ffar4, houve diminui¢ao em todas as doses de LPS. Assim, o menor estimulo
de LPS (0,5 ng/mL) foi capaz de modular a expressao de Ffar4. Zhao e colaboradores,
mostraram em linhagem de macréfagos alveolares dados similares, que apontaram

para reducao da expressao de Ffar4 apos estimulo com LPS8.

Considerando os efeitos do LPS e do palmitato na linhagem RAW, o
experimento de tempo-resposta também foi realizado na linhagem 3T3-L1. O
experimento de dose-resposta de palmitato e de LPS nao alterou a expressao de Ffar4
entre as doses, no tempo de 24 h. Além disso, nao foi possivel detectar os genes Tnfa
e II1b. Contudo, na dose de 10 pg/mL de LPS, em 6 h e 24 h, o Ffar4 diminuiu em
relacao ao CT. Nesse experimento, a I/1b foi detectada, mas nao teve diferenca entre
os tempos em relacao ao CT. Nossos achados corroboram estudo prévio em 3T3, no
qual foi visto em 24 h apds tratamento com LPS na dose de 100 ng/mL a expressao do
Ffar4 nao possui diferenga em relacdao ao grupo controle®. Apesar disso, o estudo de
Muredda e colaboradores (2018) mostrou em cultura primaria de adipdcitos humanos
tratados com TNFa e II1b a redugao da expressao de Ffar4, sugerindo relacao direta

entre expressao destas citocinas e a expressao do Ffar4®.

Diante dos resultados apresentados nos protocolos realizados com animais e
linhagens celulares, em conjunto com os dados descritos na literatura, acreditamos
que a expressao do gene Ffar4 esteja relacionada diretamente com a expressao de
genes envolvidos no contexto inflamatdrio, em especial a II1b, ja que seu aumento
diminuiu abruptamente a expressao de Ffar4. Estudo recente mostrou que os
macrofagos sao inibidos em protocolos de sepse induzidos por perfuragao do ceco®,

o que em conjunto com os dados da anadlise de single cell in silico, fortalece a hipdtese
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de que o Ffar4 presente nos macrdfagos possa ser chave importante na regulagao do

sistema imune.

Portanto, utilizamos o ensaio de meio condicionado de LPS e IL1 para melhor
investigar a relacao da Il1b com Ffar4. No ensaio de meio condicionado com LPS, o
Ffar4 diminuiu nas doses de 0,5 e 5 ng/mL, porém /10 aumentou na dose de 500
ng/mL. Ja no experimento com meio condicionado de I/1b, o Ffar4 teve sua expressao
reduzida em todas as doses utilizadas, mas sem diferenca em relacao a Il1b e Tnfa. A
acgao da Il1b na regulacao do Ffar4 nao ficou clara nos contextos analisados e, portanto,

mais estratégias sao necessdrias para esclarecer essa questao.

Posteriormente aos resultados conquistados em linhagem de cultura de células,
novamente adotou-se modelo animal, mas agora em cultura primaria, para verificar
se a acao do Ffar4 diante de quadros inflamatdrios € controlada por macréfagos ou
pelo tecido adiposo. O primeiro experimento proposto foi extrair os macrofagos
derivados da medula 6ssea (BMDM), ja que a medula Ossea é progenitora de células
hematopoiéticas, as quais podem se diferenciar em diversas células entre elas as
plaquetas, células dendriticas, macréfagos e células plasmaticas. Apos o
plaqueamento das BMDM, foi feito o tratamento dose-resposta com LPS. Apesar do
sucesso do experimento, confirmado com a expressao de 116, Ffar4 nao foi expresso.
Para confirmar se a expressao do Ffar4 nao foi detectada devido a especificidades do
primer utilizado, foram desenhados dois outros primers de Ffar4 com diferentes

ligagOes entre exons. Ainda assim, nao houve deteccao do Ffar4 na BMDM.

Dessa forma, foi realizado o protocolo de cultura primadria de adipdcitos com
separacgao da SVF. A SVF é composta por diversos tipos celulares, entre eles as células
mesenquimais, células endoteliais e macrofagos. Apds a separagao dos adipdcitos e
do SVF, foi observado que Ffar4 diminuiu no grupo LPS nos adipdcitos, mas nao no

SVF.
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Estudos prévios demonstraram o GPR120 em macrofagos®*. Oh e
colaboradores mostraram a auséncia de Ffar4 em BMDMS¢, porém nao com tratamento
posterior ao LPS. Por outro lado, neste mesmo trabalho, mostraram aumento do Ffar4
em SVF no grupo HF, mas sem diferenca na expressao em adipocitos. Devido a
contradi¢ao entre os resultados com os diferentes experimentos, nossos dados
sugerem que nos experimentos com tratamento de LPS, os adipdcitos estao
envolvidos na modulacao do Ffar4. De forma geral, na etapa 3, foi verificado que o

Ffar4 é modulado de forma diferente dependendo dos estimulos que recebeu.

De forma complementar, verificamos que apesar de Oh e colaboradores terem
sugerido que o receptor ativado por proliferador de peroxissoma gama (PPARY) é o
principal fator de transcricao do GPR120%, em um ensaio isolado, verificamos a nao
plausabilidade desta hipotese. Animais PPARY* continuam apresentando Ffar4 em

niveis similares aos selvagens.

Na etapa final deste trabalho, foram analisados os efeitos da suplementacao
prévia de w3 no quadro de sepse. A sepse ¢ uma sindrome que afeta milhdes de
individuos por ano, sendo responsavel por 20% das mortes mundiais, com
possibilidade de subestimagao desse nimero devido a dificuldade de diagnostico,
falta de recursos na prevengao e tratamento e falta de formacao especializada, em
paises de média e baixa renda'®®. Por outro lado, os dcidos graxos w3 possuem suas
propriedades anti-inflamatdrias previamente descritas e tem sido utilizados em
diversos estudos principalmente em doengas inflamatdrias®*4*%, Até o presente
momento, as diretrizes internacionais mencionam evidéncias fracas para a
recomendacao do uso do w3 em pacientes criticos*->!. Os objetivos dessa etapa foram
avaliar o impacto de w3 em modelos animais de sepse e avaliar o dleo mineral como

placebo em modelos de sepse.

Nos experimentos aqui conduzidos, quando utilizado o éleo mineral como

placebo frente a suplementacao com fontes de w3 previamente ao tratamento de sepse,
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por CLP ou LPS, o dleo de peixe piorou a chance de sobrevivéncia dos animais. Estes
dados demonstram que os potenciais efeitos benéficos do 6leo de peixe na sepse
merecem investigacao futura cuidadosa, uma vez que o processo inflamatdrio é
essencial em determinadas condi¢oes. A investigacao foi expandida para outras
citocinas, como IL1p3, IL6, IL10, IL17, MCP1 e TNFa, no modelo CLP para melhor
entendé-lo. Contudo, ndo foram observadas diferengas entre os grupos. Apesar disso,
outros marcadores importantes como prostaglandinas do tipo 2 e a enzima iNOS nao

foram avaliados.

O Oleo mineral é considerado atualmente “padrao ouro” de placebo para
estudos com 4cido graxos. Assim, o proximo passo desse estudo foi verificar se o 6leo
mineral seria realmente um bom placebo. No modelo de CLP, apesar de nao ser
estatisticamente diferente, o CLP+MO apresentou probabilidade de sobrevivéncia de
12,28%, enquanto o CLP apresentou 33,33%. Nao foram observadas diferencas no peso
corporal, temperatura, glicemia ou citocinas circulantes entre os grupos. Apesar de
haver relatos na literatura trazendo debate e descricao do uso do 6leo mineral como
seguro para ser utilizado como controle”, outros estudos descrevem o 6leo mineral
como nao sendo bom placebo. Por exemplo, no estudo REDUCE-IT, o grupo que
recebeu 6leo mineral por dois anos apresentou aumento no colesterol de lipoproteina
de baixa densidade (LDL-C) e na proteina C reativa de alta sensibilidade (hsCRP),
enquanto o grupo tratado com derivado sintético do w3, icosapent etil, reduziu 25%

eventos cardiovasculares®2.

De forma interessante, neste trabalho, ao desconsiderar o MO como controle,
CLP e CLP+FO nao parecem diferentes na probabilidade de sobrevivéncia. Além
disso, LPS e LPS+FO também nao apresentaram diferenca na probabilidade de
sobrevivéncia, mas o LPS+FO mantém-se em torno de 90% e o LPS, 66,66%. Estudo
prévio mostrou que o w3 pode prejudicar mecanismos inflamatdrios essenciais para
recuperagao e cura®. Nossos dados sugerem que o 6leo de peixe nao apresenta

beneficios na sobrevivéncia de camundongos, nos modelos de CLP ou LPS. A sepse é
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uma condigao que pode ser desencadeada por diferentes microrganismos, e cada um
deles pode desenvolver diferentes consequéncias no metabolismo e
consequentemente na mortalidade. Os resultados deste trabalho sugerem que a

suplementacao de w3 cinco dias antes de desenvolver sepse ndo altera a sobrevivéncia

nos modelos de CLP e LPS.

LPS Saturated FA.

L Obese mice
Septic mice

LD Sa

Figura 49. Modulac¢ao do Ffar4 em diferentes gatilhos inflamatdrios. A expressdo génica de Ffar4 é
reduzida em inflamagdo causada por LPS enquanto € aumentada em inflamacdo causada por HF e
palmitato. Os tecidos, as células imunes e 0 mecanismo ainda néo estao totalmente esclarecidos.

8 Conclusao

Através dos dados apresentados, conclui-se que o GPR120 nado é apenas um
receptor lipidico, mas também possui fungao na resposta inflamatoria. Em quadros
inflamatérios como a sepse, sua expressao diminui, enquanto em quadros de
exposicao a dieta hiperlipidica, o contetdo de mRNA nao se altera ou aumenta,
dependendo do tecido e/ou tipo celular . Os dados em cultura priméaria sugerem que
o Ffar4 tem maior func¢ao nos adipdcitos do que nos macréfagos, porém mais estudos
sao necessarios para esclarecer qual célula imune é responsavel direta ou
indiretamente para a ativagao do Ffar4.

Além disso, os dados sugerem que o w3 nao foi capaz de melhorar a sobrevivéncia

dos camundongos com sepse. Contudo, mais estudos sao necessarios para estabelecer
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doses, frequéncia e qual o melhor momento para utilizar 6leo de peixe em pacientes

com sepse.
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Abstract

It is known that long-term high-fat diet (HF) feeding drastically affects the adipose tissue, contributing to metabolic disorders. Recently, short-term
HF consumption was shown to affect different neuronal signaling pathways. Thus, we aimed to evaluate the inflammatory effects of a short-term HF and
whether a diet containing omega-3 fatty acid fats from flaxseed oil (FS) has protective effects. Mice were divided into three groups for 3 d, according
to their diets: Control group (CT), HF, or FS for 3 d. Lipid profiles were assessed through mass spectrometry and inflammatory markers by RT-qPCR and
Western blotting. After short-term HF, mice increased food intake, body weight, adiposity, and fasting glucose. Increased mRNA content of Ccl2 and Tnf
was demonstrated in the HF compared to CT in mesenteric adipose tissue. In the liver, TNFa protein was higher in the HF group than in CT, followed by a
decreased polyunsaturated fatty acids tissue incorporation in HF. On the other hand, the consumption of FS reduced food intake and fasting glucose, as well
as increased omega-3 fatty acid incorporation in MAT and the liver. However, short-term FS was insufficient to control the early inflammation triggered
by HF in MAT and the liver. These data demonstrated that a 3-d HF diet is enough to damage glucose homeostasis and trigger inflammation. In contrast,
short-term FS protects against increased food intake and fasting glucose but not inflammation in mice.
© 2023 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Omega-3; Inflammation; Saturated fatty acids; Adipose tissue; Liver.

1. Background in maintaining stability and shelf life, with flavor as an adjuvant
effect [4-6].
Nutrients can change it ical and molecular in Among fats in industrialized foods, several research groups have
both human and experimental models since their first consump- targeted SFAs due to their inflammatory potential. SFAs are essen-
tion (acute) or after a cumulative intake (chronic) [1,2]. The con- tial for micronutrient ion, cell C it

sumption of diets rich in saturated fatty acids (SFAs) is an essential and is; however, the ion of SFAs activates

trigger for developing obesity and its comorbidities, such as dia-
betes type 2, cardiovascular diseases, and nonalcoholic fatty liver
disease (NAFLD) [3]. Nevertheless, the development of the food in-
dustry increased fat consumption because it is a crucial ingredient

* Corresponding author at: Laboratory of Nutritional Genomics, Uni-
versity of Campinas (UNICAMP), R. Pedro Zaccaria, 1300, Jd. Sta. Luzia, CEP
13484-350, Limeira, S3o Paulo, Brazil.

E-mail address: dcintra@yahoo.com (D.E. Cintra).

https://doi.org/10.1016/j jnutbio 2023.109270
0955-2863/0 2023 Elsevier Inc. Al rights reserved.

Toll-like receptor 4 (TLR4), an immune system receptor, which
transduces a pro-inflammatory response through NFkB [7,8]. When
long-term exposure to SFAs, several tissues are impaired, such as
the hypothalamus, adipose tissue, liver, and skeletal muscle [9-11].
However, other tissues have shown metabolic damage after short-
term high-fat diet (HF) feeding, such as the hypothalamus and hip-
pocampus [1,12].

Adipose tissue is well-known as essential for storage and
metabolic actions. However, this tissue can also produce and re-
cruit several chemokines, cytokines, and immune cells and secrete
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ABSTRACT

Omega 3 (w3) fatty aclds have been descnbed since !he 19505 as isi ti-i

i explored as the mam

reason for w3 beneficial out(omes However, during the ear'y 2000s, after the human genome
advent, the p plethora of w3 targets,

now under the molecular point of view. Different G proteln-coupled receptols (GPCRs) recognizing

w3 and its derivatives appear to be responsible for blocking i i

effects. A new class of w3-derived substances, such as maresins, resolvins, and prote(tlns, increases

w3 actions. Inflammasome disruption, the presence of GPR120 on immune cell surfaces, and

intracellular crosstalk signali diated by PPARy the last discoveries regarding the

multipoint anti-inflammatory targets for this nutrient. This review shows a detailed mechanistic

proposal to understand w3 fatty acid action over the infl; in the b

of several chronic diseases.

KEYWORDS

Omega 3; i i

chronic diseases; GPR120;
cellular signaling; nutrigenomics

Introduction receptor (Hirasawa et al. 2005) their homologs, together
with nodal intracellular proteins, responsive structures,
nuclear receptors, genes, metabolites, particular conditions,
and other determinants involved in w3 anti-inflammatory
abilities or even their side effects (Bagger et al. 2020; Downie
et al. 2019; Hirasawa et al. 2005; Ishitani et al. 2003; Oh
et al. 2010; Poreba et al. 2017; Yang, 2014).

Thus, this review focuses on the multitude of
anti-infl y targeted by w3
fatty acids and their new potential for use in experimental
and clinical studies related to chronic diseases with the

During the 1970s, Dyerberg and Bang (1979) noticed the
existing paradox between Danish and Greenlandic popula-
tions related to cardiovascular disease incidence. Although
the total fat consumption was the same among these pop-
ulations, coronary disease was less significant among
Greenlandic Inuit Eskimos. For the first time, they showed
the influence of marine sources of omega-3 (w3) fatty acids
on hemostatic function and platelets of Inuits and the par-
ticipation of thromboxane A3, derived from w3 after cyclo-
oxygenase action, increasing the time of bleeding (Bang,

Dyerberg, and Hjoorne 1976; Dyerberg et al. 1978; Dyerberg low-grade proi y state as
and Bang 1979).
Throughout the 1980s, the hypothesis for eicosanoid ;3 a3ng p landins: an old relationshi

modulation by w3 was maintained and reinforced in vitro
(Croset et al. 1988) and in vivo, with animals (Adan et al.
1999; Tashijan et al. 1984) and humans (Payan et al. 1986;

The ratio between w3 and w6 fatty acid intake needs to be
considered in the context of inflammation, as w6 intake is

Singer et al. 1990), until the 2000s. With the advent of
molecular appmaches after human genome decoding, several
new ys were blished for biological com-

pounds. na(ural substances, or xenobiotics. However, the

considered pro-inflammatory when it is ten times higher
than w3 (10:1) due to the ability of w6 (linoleic (C18:2] and
arachidonic [C20:4]) to be efficiently converted to prosta-
glandms from even series (i.e., PGE2, PGI2, and TXA2).

molecular mechanisms of action of w3 d for a long
time. Currently, science has deciphered the specific w3

ic acid (EPA - C20:5) competes

hid dudi
for cyclo- g its action

with ar:
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11 ANEXO 2. Certificado CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada A influéncia do GPR120 no sistema imune, registrada com o n°®
5421-1/2019, sob a responsabilidade de Prof. Dr. Dennys Esper Cintra e Susana Castelo Branco Ramos
Nakandakari, que envolve a produgdo, manutengao ou utilizagéo 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, e com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle da Experimentagiao Animal (CONCEA), tendo sido aprovada pela Comissio de Etica
no Uso de Animais da Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP, em reunido de 14/11/2019.

Finalidade:

() Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica

Vigéncia do projeto:

01/01/2020 a 01/02/2024

Vigéncia da autorizagao para
manipulagdo animal:

14/11/2019 a 01/02/2024

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo isogénico / C57BL/6J

No. de animais:

12

Idade/Peso:

4.00 S /25.00 Gramas

Sexo:

12 Machos

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo isogénico / C57BL/6J

No. de animais:

12

Idade/Peso:

4.00S /25.00 Gramas

Sexo:

12 Machos

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo isogénico / C57BL/6J

No. de animais:

12

ldade/Peso:

4.00 Semanas / 25.00 Gramas

Sexo:

12 Machos

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo isogénico / C57BL/6J

No. de animais:

12

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 25.00 Gramas

Sexo:

12 Machos

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo isogénico / C57BL/6]

No. de animais:

12

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 25.00 Gramas

Sexo:

12 Machos

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo isogénico / C57BL/6J

No. de animais:

12

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 25.00 Gramas

Sexo:

12 Machos

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo isogénico / CS7BL/6J

No. de animais:

12

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 25.00 Gramas

Sexo:

12 Machos

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo isogénico / C57BL/6J

No. de animais:

12

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 25.00 Gramas

Sexo:

12 Machos

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo isogénico / C57BL/6J

No. de animais:

12

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 25.00 Gramas

Sexo:

12 Machos

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo isogénico / C57BL/6J

No. de animais:

12

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 25.00 Gramas

Sexo:

12 Machos
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CEUA/Unicamp

Comissio de Etica no Uso de Animais
CEUA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto de pesquisa intitulado “A Influéncia do GPR120 no
sistema __imune”, (protocolo CEUA/UNICAMP n° 5421-1/2019), de

responsabilidade do Prof. Dr. Dennys Esper Correa Cintra e da aluna Susana

Castelo Branco Ramos Nakandakari, teve a alteracdo de metodologia

experimental abaixo autorizada pela CEUA-UNICAMP:
Acréscimo do numero de tecidos investigados, que se mostraram de interesse
apos analises de resultados preliminares de bioinformatica em banco publico de

dados.

Este documento é valido apenas se apresentado junto com o certificado
aprovado originalmente pela reunido CEUA/UNICAMP ocorrida em 14/11/2019.

Campinas, 22 de setembro de 2020.
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