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RESUMO

Os acidos graxos da familia émega-3 (w3) sdo essenciais, e devem ser
consumidos diretamente de suas fontes alimentares. O acido graxo alfa-linolénico
(ALA - C18:3) pode ser encontrado em abundancia nos 6leos vegetais das sementes
de linhaga e chia, enquanto os acidos graxos eicosapentaendico (EPA - C20:5) e
docosahexaenoico (DHA - C22:6) sdo encontrados em Oleos extraidos de fontes
marinhas, como algas, peixes e crustaceos. Apesar de ser possivel a bioconverséo
endogena de ALA as espécies alongadas de EPA e DHA, esse processo € limitado.
As enzimas delta-5 e 6 dessaturases e elongase 2 e 5 codificadas pelos genes
FADS1, FADS2, ELOVL2 e ELOVL5, respectivamente, sdo as responsaveis pelo
processo de bioconversdao de ALA em EPA e DHA. Contudo, é possivel que essas
enzimas sejam coordenadas de forma tecido-dependente. Para isso, foi oferecido o
oleo da semente de linhaga (rico em ALA) a animais experimentais, que tiveram
diversos tecidos coletados apds tempos especificos do tratamento. Posteriormente,
os tecidos foram submetidos a dois tipos de analises: Analise de incorporacéao tecidual
do ALA e bioconversdao a EPA e DHA por espectrometria de massas; Analise do
padrao de expressao génica das enzimas Fads1, Fads2, Elovi2 e ElovI5 nos tecidos

alvo.

Palavras-chave: Omega-3; ALA; EPA; DHA; Biodisponibilidade; FADS.
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ABSTRACT

Omega-3 (w3) family fatty acids are essential, and must be consumed directly from
their dietary sources. Alpha-linolenic fatty acid (ALA - C18:3) can be found in
abundance in vegetable oils from flaxseed and chia seeds, while eicosapentaenoic
(EPA - C20:5) and docosahexaenoic (DHA - C22:6) fatty acids are found in oils
extracted from marine sources such as algae, fish and crustaceans. Although the
endogenous bioconversion of ALA to the elongated species of EPA and DHA is
possible, this process is limited. The enzymes delta-5 and 6 desaturases and elongase
2 and 5 encoded by the genes FADS1, FADS2, ELOVL2 and ELOVLS5, respectively,
are responsible for the process of bioconversion of ALA into EPA and DHA. However,
it is possible that these enzymes are coordinated in a tissue-dependent manner. For
this, flaxseed oil (rich in ALA) was offered to experimental animals, which had several
tissues collected after specific treatment times. Subsequently, the tissues were
submitted to two types of analysis: Analysis of tissue incorporation of ALA and
bioconversion to EPA and DHA by mass spectrometry; Analysis of the gene expression
pattern of Fads1, Fads2, Elovi2 and Elovl5 enzymes in target tissues.

Keywords: Cmega—3; ALA; EPA; DHA; Bioavailability; FADS, ELOVL.
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1. INTRODUGAO

Os acidos graxos da familia do 6mega-3 (w3), como o alfa-linolénico
(ALA - C18:3), eicosapentaendico (EPA - C20:5), docosapentanoico (DPA — C22:5) e
o docosahexaendico (DHA - C22:6) sdo essenciais aos seres humanos, por formarem
os fosfolipidios que sdo componentes das membranas celulares, pela formacédo da
bainha de mielina, participarem da gametogénese e da produgdo de mediadores
celulares como as prostaglandinas, entre diversas outras fungdes vitais®>®. Apesar da
imensa funcionalidade, ndo sao sintetizados no organismo de mamiferos, devendo
ser adquiridos via alimentag&do. A bioconversdo endogena de acido oleico (18:1) a
ALA ¢ limitada nos humanos, pela auséncia da enzima chave no processo, a A-15
dessaturase’!’.
O acido graxo ALA é predominantemente encontrado em vegetais,
sendo abundante nos oleos da semente de linhaga, chia, e em quantidades menores,
mas significantes, nos 6leos de canola e soja'. Apesar de serem fontes exuberantes
em ALA, novamente, mamiferos sao parcialmente limitados em sua derivacao para
espécies mais longas, como o EPA e DHA. Assim, s&o espécies de acidos graxos que
também devem ser adquiridos pela alimentagao, em fontes alimentares como 6leos e
visceras de peixes marinhos, preferencialmente oriundos de aguas frias e profundas!s.
De acordo com a literatura cientifica, as taxas de bioconversao podem
ser muito variaveis em humanos. Um trabalho conduzido por Emkem et al., em
humanos foi encontrada uma raz&o de conversdo de ALA a EPA de até 18,5%,
enquanto Goyens et al., utilizaram no estudo ALA radioativamente marcado,
identificaram que essa conversdo ndo passou de 7%’°. Outro estudo, cujo grupo
investigado foi de mulheres em idade reprodutiva, mostrou maiores taxas de
conversdo de ALA em EPA e DHA, a partir da analise de dosagens controladas de
ALA oferecidas as voluntarias foi identificado que as conversdes chegaram a 21% em
EPA e 9% em DHA®*. Assim, apesar das incongruéncias nos trabalhos cientificos
sobre a real taxa de bioconversdo de ALA as suas espécies mais longas, tem-se que
essa bioconversao € baixa, reforcando ainda mais a necessidade de busca desses

lipidios através das fontes marinhas.



Em geral, trabalhos que avaliam a taxa de bioconversdo dessas
espécies de w3 mostram isso no sangue*®’?’. Apesar disso, sabe-se que os hepatocitos
sao células de grande habilidade na bioconversao do acido graxo ALA a EPA e DHA'.
Contudo, é possivel que cada tipo celular em especifico apresente capacidade
exclusiva de bioconversdo, de acordo com a prépria necessidade tecidual. A
bioconversdo de ALA a partir de enzimas como as A-5 e A-6 dessaturases,
respectivamente codificadas pelos genes FADS1 e FADS2, possuem funcédo de
formar duplas ligagdes através da oxidagao de carbonos. Além disso, é necessaria a
participagédo das enzimas elongases que s&o responsaveis por adicionar dois atomos
de carbono a cadeia e codificadas pelos genes ELOVL 2 e ELOVL 5!7?2, Sendo essas
enzimas determinantes para o processo de bioconversao de ALA, € possivel que cada
tecido as produz em quantidade suficiente para o proprio uso de EPA e DHA.

Ainda, Simopoulos (2016), sugere que a ingestado alimentar de w3
esteja em equilibrio proporcional a quantidade de w6, 5:1 (wW6:w3), uma vez que o w6
compete com w3 pela agdo das enzimas FADS1 e FADS2!”7. Muitos trabalhos focam
nessa proporcao estabelecida de consumo (5:1 - w6:w3), entretanto, estes valores
s&o sugeridos como razdo de funcionalidade caracterizado como 6timo funcionamento
para taxa sanguinea. Mas dados experimentais do nosso grupo apontam para a
capacidade que cada tecido biologico possui em bioconverter ALA a EPA e DHA a
sua propria necessidade. Associada a grande variagao na literatura, entre as taxas de
bioconversao analisadas a partir do sangue, a hipétese do trabalho visa compreender
a bioconversao desses acidos graxos de forma tecido-especifico. Portanto o objetivo
€ avaliar a taxa de bioconversdo do acido alfa-linolénico em EPA e DHA em
camundongos saudaveis, juntamente a avaliagdo do padréo de expresséo génica e
conteudo proteico das enzimas Fads1, Fads2, Elovi2 e Elovli5 em tecidos como o
figado, testiculos e musculo esquelético gastrocnémio.

2. OBJETIVOS

2.1.Objetivo gerais

Avaliagéo tecido-especifica da bioconversdo do acido alfa-linolénico
em EPA e DHA em camundongos saudaveis.



2.2, Objetivo especifico

1 - Avaliar o perfil de acidos graxos em tecidos de camundongos
gavados com fonte de w3 de origem vegetal.

2 - Mensurar a bioconversao de ALA em EPA e DHA de forma tecido-
especifico.

3 - Avaliar o padrao de expressao génica das enzimas Fads1,Fads2,
Elovi2 e Elovl5 nos tecidos de maior e menor bioconversao.

3. METODOS

3.1. Animais experimentais

Esse projeto foi submetido e aprovado pela Comissao de Etica no Uso
de Animais da Universidade Estadual de Campinas (CEUA — UNICAMP).
Camundongos C57BL/6J machos, com quatro semanas de idade, provenientes do
Biotério Central da UNICAMP (CEMIB) foram pesados e, a partir do peso, distribuidos
randomicamente em 6 grupos, com 4 animais em cada. Foram mantidos em racao
comercial e agua ad libitum a vontade. Foram submetidos a uma semana de
adaptacao e alocados no biotério do LabGeN, em condi¢des de luz (ciclo claro/escuro
12h/12h) e temperatura (22 °C +-2) controladas. No dia do experimento os animais
foram mantidos em jejum alimentar por 8 horas. Posteriormente, foi administrado aos
animais, via gavagem, 0,5 mL de 6leo de semente de linhaga (OL), fonte de 6mega-3
— ALA (52%). Apds administracdo anestésica (cetamina 300 mg/kg e xilazina 30
mg/kg) e perda dos reflexos pedais e corneais, os animais do grupo 1 foram
eutanasiados imediatamente apds gavagem com soro fisioldgico, sendo considerados
como grupo controle. Os demais grupos foram eutanasiados apds 2 (grupo 2), 4
(grupo 3), 8 (grupo 4), 16 (grupo 5) e 24 (grupo 6) horas apés gavagem com 6leo de
linhaca. Apds a eutanasia, foram coletados o sangue e fragmentos de tecidos como

figado, musculo esquelético gastrocnémio, testiculos.

3.2.Espectrometria de Massas

Para analise do perfil completo de acidos graxos incorporados nos
tecidos alvo desta investigagao, os materiais biologicos foram submetidos a processos
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especificos de metilagdo. As amostras de sangue foram diretamente metiladas
utilizando o método proposto por Shirai e colaboradores!®. Os fragmentos de figado,
musculo esquelético gastrocnémio, testiculos foram submetidos ao processo de
extracdo lipidica, de acordo com método proposto por Folch®. Posteriormente, os
lipidios obtidos foram saponificados e esterificados de acordo com a metodologia de
Hartman e colaboradores!!. Por fim, todos os ésteres metilicos de acidos graxos
(FAME) foram analisados em cromatografo a gas, acoplado ao espectrometro de
massas (GCMS-QP2010 Ultra, Shimadzu®). As condicbes do espectrbmetro de
massas foram de: voltagem de ionizagao, 70eV; temperatura da fonte do ion, 200 °C;
modo de varredura completa nos intervalos de massa entre 35-500 com
0,2s/varredura de velocidade.

3.3. Andlises de expressao génica por Real Time — qPCR

Fragmentos do figado, musculo esquelético gastrocnémio e testiculos
foram homogeneizados em Purezol®. O RNA total foi isolado de acordo com as
recomendacgdes do fabricante. Uma aliquota de RNA total foi utilizada para a sintese
de cDNA, com sistema de pré-amplificagdo pelo Kit High Capacity. O desenho dos

primers utilizados foram:

Forward Reverse

TGAACCCACCA AAGAAGAGGTGGTT
Fads1 | AGAATAAAGCG GGCCTT

TCATCCTCTCGT GGTGGCCATAGTCA
Fads2 | ACTTCGGC TGTTGC

CTTCCTCTTGCA ATGTTCCATTTTAAA
Elovi5 | TCGCGG ACCTCTCTGC

GTGATGTCCGG ATGGACGCGTGGTG
Elovi2 | GTAGCCAA ATAGAC

3.4. Analise Estatistica

As variaveis em estudo foram submetidas ao teste de Shapiro-wilk

para verificacdo da normalidade. Para variaveis com distribuicdo normal, foi utilizado
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o teste “t” de Student para comparacédo de duas amostras independentes. O nivel de
significancia adotado foi o de 5% (p <0,05). Para as variaveis que ndo seguiram a
distribuicdo normal, utilizou-se o teste Mann-Whitney para a comparagado de duas

amostras independentes, com o0 mesmo nivel de significancia adotado anteriormente.

4. RESULTADOS

4.1. Composicao quimica de acidos graxos do 6leo de linhaga utilizado na

gavagem dos camundongos.

A Tabela 1 mostra a composicdo do 6leo de linhaca utilizado na
gavagem dos camundongos. A gavagem foi realizada com 0,5 mL, a fim de que o

estdmago do animal atingisse seu volume maximo!°.

Composto %
C14:0 0,06
C15:0 0,04
C16:0 5,73
C16:1 0,08
C17:0 0,06
C17:1 0,04
C18:0 4,61
C18:1 22,22
C18:2 13,90
C18:3t 0,20

C18:3 - ALA 52,39
C20:0 0,17
C20:1 0,15
C22:0 0,16
C24:0 0,17
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Tabela 1. Composicao do 6leo de linhaga utilizado na gavagem dos

camundongos.

4.2. Analise do perfil de acidos graxos

4.2.1. Analise do perfil de acidos graxos obtidos do soro

A Figura 1 representa o perfil lipidico encontrado no soro dos animais
experimentais. O Grafico A mostra que a curva do acido linolénico (ALA) partiu de uma
concentragdo muito baixa e atingiu seu maior pico no tempo de quatro horas, o que
representa a absorgédo de ALA até atingir seu platd. Por fim, observa-se o decaimento
da curva a medida em que ele comecga a ser utilizado pelo organismo apds 4 horas.
No Grafico B, observa-se que os acidos graxos EPA e DHA tiveram pequeno
incremento entre os tempos de duas e quatro horas, o que indica que eles podem ter
sido influenciados pela curva de crescimento do ALA, conforme sua absorgéao.
Portanto, presume-se a possivel biotransformagao do ALA, em EPA e DHA, espécies

de cadeia mais longas de acidos graxos.

Grafico A
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(ug/mL)

1000

oh 2h 4h 8h 16h 24h
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Grafico B
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1000

Oh 2h 4h 8h 16h 24h
DHA EPA
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Figura 1. Perfil de acidos graxos do soro de camundongos tratados com 6leo de
linhaga. Analise do perfil de acidos graxos w3 presentes no soro de camundongos
tratados com 0,5 mL de éleo de linhaga, nos tempos Oh, 2h, 4h, 8h, 16h e 24h. A. Os
valores de ALA (Grafico A) foram destacados dos valores de EPA e DHA (Grafico B)
para melhorar a visualizagdo da definigdo do comportamento cinético desses, dada a
robusta diferenga na concentragdo do ALA. Valores expressos em pg/mL. ALA —
acido a-linolénico; EPA — acido eicosapentaenoico; DHA — acido docosahexaenoico.

4.2.2. Analise do perfil de acidos graxos obtidos do figado

A Figura 2 mostra o perfil lipidico encontrado no figado dos animais
dos seis grupos experimentais. Pode-se notar que o ALA apresenta pequeno aumento
em sua concentragdo apds oito horas da realizagdo da gavagem. Entretanto, os
demais acidos graxos de cadeia mais longa da familia w3 apresentaram aumento
gradativo desde o inicio da gavagem, mais uma vez fortalecendo a hipotese de que
ocorre a biotransformacéao neste tecido. Com base nos dados obtidos, acredita-se que
o ALA possa estar sendo rapidamente bioconvertido nessas espécies mais longas, o
que justifica sua identificacdo, em pequena escala, nesse tecido. O EPA apresentou
comportamento cinético regular, com inicio em duas horas e pico em 16 horas,
seguido de seu decaimento. O DPA é um acido graxo de baixa detecg&o nos tecidos,
devido a concentragdo normalmente diminuida, associado a rapida bioconversao
a DHA. O DHA, um acido graxo essencial e comum no tecido hepatico, apresentou

aumento importante ao longo dos periodos analisados.

25

pg/mg

05

e —
- e

Oh 2h 4h 8h 16h 24h
= ALA DHA == DPA EPA
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Figura 2: Perfil de acidos graxos do figado de camundongos
tratados com o6leo de linhaga. Analise do perfil de acidos graxos w3 presentes no
figado de camundongos apds tratamento com 0,5 mL de dleo de linhaga, nos tempos
Oh, 2h, 4h, 8h, 16h e 24h. Valores expressos em ug/mg. ALA — acido a-linolénico; DHA
— acido docosahexaenoico; DPA - &acido docosapentaenoico; EPA - acido

eicosapentaenoico;

4.2.3. Analise do perfil de acidos graxos obtidos dos testiculos

A Figura 3 mostra o perfil lipidico encontrado nos testiculos dos
animais dos seis grupos experimentais. Ao contrario dos outros tecidos que tiveram
diversas espécies de w3 detectadas, apenas ALA e DHA foram detectados nos
testiculos dos camundongos. A curva do ALA apresentou padrdo comportamental de
acordo com o esperado e similar ao observado nas amostras de soro. Dessa forma,
partindo de uma concentragdo muito baixa, o ALA atingiu seu maximo em duas horas,
mantendo-se assim até quatro horas, com decaimento subsequente. O DHA
acompanhou o comportamento do ALA, com pico de concentragdo em quatro horas.

125

0,75

pg/mg

0,5

0,25

=

Oh 2h 4h 8h 16h 24h

= ALA DHA

Figura 3: Perfil de acidos graxos dos testiculos de camundongos tratados com
6leo de linhaga. Analise do perfil de acidos graxos w3 presentes nos testiculos de
camundongos apoés tratamento com 0,5 mL de 6leo de linhaga, nos tempos Oh, 2h,
4h, 8h, 16h e 24h. Valores expressos em pg/mg. ALA — acido a-linolénico; e DHA —
acido docosahexaenoico.
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4.2.4. Andlise do perfil de acidos graxos obtidos do musculo esquelético

gastrocnémio

A Figura 4 mostra o perfil lipidico encontrado no musculo dos animais,
dos seis grupos experimentais. Os lipidios observados no musculo foram os mesmos
do soro. O ALA atingiu seu maior pico no periodo de duas horas e, logo apos, decaiu
entre quatro horas e oito horas até atingir concentragdo proxima a zero,
permanecendo assim até o final da deteccdo. O DHA foi observado em elevada
concentragdo desde o inicio, seguindo o padrdao semelhante ao do soro, figado e
testiculo, até mesmo mantendo comportamento irregular ao longo das horas. Ja o
DPA se mostrou bastante linear ao longo das horas, com sutil aumento em 16 horas
e também sutil queda apds esse periodo.

0,75

0,5

pg/mg

0,25

\/\

Oh 2h 4h 8h 16h 24h

= ALA DHA == DPA

Figura 4: Perfil de acidos graxos do musculo de camundongos tratados com
6leo de linhaca. Analise do perfil de acidos graxos w3 presentes no musculo de
camundongos apoés tratamento com 0,5 mL de 6leo de linhaga, nos tempos Oh, 2h,
4h, 8h, 16h e 24h. Valores expressos em pg/mg. ALA — acido a-linolénico; DHA —
acido docosahexaenoico; DPA — acido docosapentaenoico
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4.3. Anadlise da expressao génica das enzimas Fads1, Fads2, Elovi2 e
Elovi5

4.3.1. Analise da expresséo génica das enzimas Fads1, Fads2, Elovi2 e ElovI5
obtidas do figado

Para analise da expressdo génica das enzimas envolvidas nos
processos de elongacéao (elongases Elovl 2/5) e de dessaturagao (dessaturases Fads
1/2) adotou-se os tempos zero e oito horas, devido oito horas ter sido o pico maximo
de apresentagdo para a maioria dos acidos graxos testados. Assim, presumiu-se que
esse seria 0 tempo adequado para avaliagdao do fendmeno de alteracdo em sua
expressao.

Apenas as enzimas Fads? e Elovi5 apresentaram diferencga
significativa (p<0,05) apos oito horas, quando comparadas ao tempo zero. Ambas as

enzimas apresentaram diminuicdo no padr&o de expressao génica (Figuras 5 A e D).
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Figura D: Segue normalidade
conforme teste de shapiro-wilk e ndo
segue igualdade de variancia
conforme Teste F. Aplicou-se teste
Mann-Whitney, p<0,05.

Figura A: Segue normalidade conforme Figura B: Segue normalidade conforme teste Figura C:Segue normalidade conforme teste de
teste de shapiro-wilk e igualdade de de shapiro-wilk e igualdade de variancia shapiro-wilk e igualdade de variancia conforme

variancia conforme Teste F. Aplicou-se conforme Teste F. Aplicou-se teste T-student Teste F. Aplicou-se teste T-student ndo
teste T-student nao pareado, p<0,05. nao pareado, p>0,05. pareado, p>0,05.

Figura 5: Expressao dos genes das enzimas Fads1, Fads2, ElovI2 e Elovl5. A
figura mostra a concentragcédo das enzimas decodificadas pelos genes FADS1 (Figura
5A), FADS2 (Figura 5B), ELOVL2 (Figura 5C) e ELOVLS5 (Figura 5d) encontradas no
figado de camundongos; detecgédo por meio de RT-qPCR.

4.3.2. Analise da expresséo génica das enzimas Fads1, Fads2, Elovi2 e ElovI5

obtidas do testiculo

A andlise da expressao génica das enzimas no testiculo dos
camundongos, apresentou padrdo semelhante de comportamento ao observado no
figado. Houve reducgéo significativa (p<0,05) na expressdo dos genes FADST e
ELOVLS apés oito horas, quando comparado ao tempo zero (Figuras 7 A e D).



17

2.0 *
1.5 2.0 e —

< -

2% S% Y g &
g -3 za g
Zs EE ES 15 E515
EX sE 1.0 s g3
a € £3 b £3 =f
&2 58 st -3
£3 3= 2% 10 3510
i S o S e 5
S e L Fe K3 o
= %3 0.5 %] 28
23 ST ST 05 5205
=3 @ c S E >c
»E v 5 35 o3
© 5 o = =2 o=
82 w o
w 0.0 0.0 0.0

oh 8h Oh 8h Oh 8h Oh 8h
Horas Horas Horas Horas
Figura A:Segue normalidade conforme Figura B:Segue normalidade conforme Figura C:Segue normalidade conforme Figura D:Segue normalidade conforme
teste de shapiro-wilk e igualdade de teste de shapiro-wilk e igualdade de teste de shapiro-wilk e igualdade de teste de shapiro-wilk e igualdade de
variancia conforme Teste F. Aplicou-se variancia conforme Teste F. Aplicou-se variancia conforme Teste F. Aplicou-se variancia conforme Teste F. Aplicou-se
teste T-student néo pareado, p<0,05. teste T-student ndo pareado, p>0,05. teste T-student néo pareado, p>0,05. teste T-student ndo pareado, p<0,05.

Figura 6: Expressao dos genes das enzimas Fads1, Fads2, EloviI2 e Elovl5. A
figura mostra a concentragédo das enzimas decodificadas pelos genes FADS 1 (Figura
6A), FADS 2 (Figura 6B), ELOVL2 (Figura 6C) e ELOVLS5 (Figura 6D) encontradas no
testiculo de camundongos; detecgao por meio de RT-qPCR.

4.3.3. Analise da expresséo génica das enzimas Fads1, Fads2, Elovi2 e ElovI5

obtidas do musculo

De forma singular no musculo, apenas a expressao génica da enzima
Elovl5 apresentou reducgdo significante (p<0,05) apds oito horas de tratamento,

quando comparado ao tempo zero (Figura 7D).
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Figura 7: Expressao dos genes das enzimas Fads1, Fads2, EloviI2 e Elovl5. A
figura mostra a concentragcédo das enzimas decodificadas pelos genes FADS1 (Figura
7A), FADS2 (Figura 8B), ELOVL2 (Figura 8C) e ELOVLS5 (Figura 8D) no musculo de

camundongos; detecg¢ao por meio de RT-qPCR.

5. DISCUSSAO

Existe na literatura uma incongruéncia acerca das taxas de
bioconversdo do acido a-linolénico as espécies mais longas de w3, mensuradas no
sangue. A eficiéncia de conversdo de ALA em EPA e DPA é muito baixa e variavel,

com eficiéncia ainda menor em relacdo ao DHA. Outro fator que se discute € a
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utilizacdo do sangue como balizador do metabolismo dos acidos graxos
poliinsaturados, embora a conversao ocorra nos tecidos>.

No presente estudo, apdés administracdo do o6leo de linhaca aos
animais experimentais, apos 2 horas foi observado aumento da quantidade sérica de
ALA, o que mostra sua chegada ao sangue com sucesso. Em paralelo, observa-se
também a elevagdo da concentracdo de EPA e DHA, ao longo do tempo, como
possivel resultado da bioconversao nos tecidos. Jacometo et al (2014) encontraram
aumento significativo de ALA, EPA e DHA no sangue de ratos alimentados com uma
dieta rica em 6leo de linhaga durante 30 dias, esse aumento das espécies longas de
w3 n&o foi encontrado no grupo controle submetido a uma dieta abundante em dleo
de soja'’. Resultado parecido foi encontrado por Tarpila et al (2002) que analisaram o
efeito do consumo de um alimento suplementado com 6leo de linhagca e semente de
linhagca moida nos lipidios séricos de 83 individuos, homens e mulheres. A ingestéo
da preparagao enriquecida com linhaga promoveu o aumento significativo de ALA,
EPA e DPA nos lipidios séricos, entretanto este efeito n&o foi significativo sobre a
concentragdo de DHA?. Diante disso, nossos resultados parecem estar alinhados com
as informacdes encontradas na literatura.

No figado, todos os quatro tipos principais de w3 foram detectados,
certamente por ser o tecido de maior eficiéncia na sintese ou oxidacdo dessas
gorduras:. Além disso, no figado € onde ocorre a expressdo mais relevante dos genes
codificadores das enzimas responsaveis pela dessaturacdo (FADS) ou elongagéao
(ELOVL) dos PUFAs?!4. A analise da expresséo génica realizada no figado mostrou
que Fads1 e Elovl5 foram expressas de maneira reduzida no tempo de oito horas se
comparada com o tempo zero. Essas duas enzimas s&o essenciais para a conversao
de ALA em EPA, resultado que foi mostrado no figado, a partir do comportamento
cinético regular do EPA que aumentou entre duas horas até atingir seu maior pico em
16 horas. A redugéo da expressao dos genes das enzimas Fads1 e Elovl5 entre zero
e oito horas pode ser explicada pela regulagdo por feedback negativo, na qual a
expresséo foi suprimida devido ao aumento do oferecimento de ALA via dieta, o que
também foi visto por Igarashi et al (2007). Neste estudo foi observado que ratos
alimentados durante 15 semanas com uma dieta deficiente em ALA tiveram o aumento
da expresséao hepatica da D6D, D5D, elongases 2 e 5 em comparagao aos ratos que
foram alimentados com uma dieta com o contetido adequado de ALA'?.
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Matsuzaka et al (2002) analisaram a relagéo entre estado energético
e a atividade das dessaturases associado aos fatores de transcricdo SREBP - 1c
(Sterol Regulatory Element Binding Protein 1a - Fator de transcrigdo de ligacado ao
elemento regulador de esterol) e o PPAR-a (Peroxisome proliferator activated receptor
a - Receptor ativado por proliferadores de peroxissoma alfa) expressos no figado de
camundongos. No estado alimentado o SREBP - 1c ativa as dessaturases para a
conversao de ALA em EPA e DHA, enquanto que os PUFAs produzidos sédo capazes
de inativar a transcricdo de SREBP - 1c. Ja durante o jejum os PUFAs provenientes
da lipdlise do tecido adiposo que entram no figado para a -oxidagéo, além de serem
substratos das enzimas de dessaturacdo e elongagao, também sao ligantes do
PPARa que ativa as dessaturases para realizarem a bioconversdo de ALA em EPA e
DHA. Dessa forma, essa dupla regulacéo € essencial para a produgao de PUFAs que
sdo indispensaveis para as funcdes celulares independentemente do estado de
energia'4.

Diante da relevancia do w3 no figado, o testiculo € outro tecido onde
esse nutriente é indispensavel para que a reprodugao ocorra, dado que o w3 compde
a membrana plasmatica das células germinativas masculinas, contribuindo para a
fluidez e velocidade dos espermatozoéides?*. Assim, esse tecido foi escolhido para ser
analisado e o perfil de acidos graxos obtidos mostrou a presenca de um unico acido
graxo poliinsaturado, o DHA. Mesmo com a baixa identificacdo de PUFAs, a
expressao génica seguiu o padrao de regulagem por feedback negativo, isto é, a
concentragédo das Elovl5 e Fads1 diminuiu no tempo de oito horas, conforme o ALA
foi sendo bioconvertido no testiculo. Apesar do figado receber grande atengdo como
local de biossintese de acidos graxos poliinsaturados, a literatura mostra que os
testiculos também apresentam elevada expressdo dos genes responsaveis pela
codificagcdo das elongases e dessaturases?.

Casteline et al (2002) analisaram a expressdo dos genes das
enzimas Fads1, Fads2, Elovi2 e Elovl5 e o perfil de acidos graxos poliinsaturados no
testiculo de coelhos suplementados com 6leo de linhaga por 110 dias. No testiculo
dos coelhos que receberam a suplementacao foi observada uma concentragao maior
de DHA em comparagédo ao grupo controle que néo recebeu o oleo de linhaga. Os
dois grupos mostraram concentragdes quase inexpressivas de EPA e DPA, resultado
similar ao nosso estudo, no qual foi verificado apenas o DHA no perfil de acidos graxos

do testiculo. Neste mesmo trabalho realizado com coelhos foi observada uma alta
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expressao dos genes das enzimas dessaturases e elongases, independentemente do
tipo de dieta administrada. Entretanto, no grupo suplementado com 6leo de linhaga
verificou-se uma redugao da expressao da Elovl5 em comparag&o ao grupo controle,
0 mesmo comportamento de regulagem por feedback negativo também foi observado
na expressao dos genes do testiculo do nosso estudo®.

O outro tecido escolhido para a investigagcédo foi o tecido muscular
dado que o interesse pelo w3 como suplemento ergogénico tem aumentado, apesar
de ainda ndo haver comprovacao cientifica de sua utilizacdo, atualmente a relagao
desse nutriente com a melhora do desempenho esportivo tornou-se bastante
estudada devido aos supostos beneficios que seu uso poderia trazer, como favorecer
a hipertrofia e a forga muscular, além de proteger o musculo contra danos musculares
ocasionados pela inflamagé&o natural promovida durante o exercicio*?%2!. A analise do
perfil dos acidos graxos obtidos no musculo identificou o DPA e o DHA, ja a analise
da expressdo génica das enzimas dessaturases nado foi observada a expresséao
reduzida entre os tempos zero e oito horas das enzimas Fads1 e Fads2, dado que a
D6D €& essencial para a biotransformacdo de ALA em DHA. Diante
disso, possivelmente o ALA foi incorporado ao tecido, mas nao foi biotransformado
em PUFAs. Apesar da elongase 5 ter seguido o padrdo de feedback negativo, a
concentragdo de DPA se manteve constante ao longo dos periodos analisados, uma
possibilidade é que o ALA tenha sido incorporado e utilizado como fonte energéticaZ.
Hang S et al (2016) analisaram a expressao génica das enzimas D5D e D6D no
musculo esquelético e em outros tecidos de camundongos, foi observado que o RNAm
das enzimas no musculo foi muito menor que a expressao no figado e cérebro, o que
sugere uma capacidade sintética limitada no tecido!®. Essa limitagdo de bioconversao
sugerida por Hang S et al relaciona-se com a n&o observagao de bioconversao de
ALA em espécies mais longas a partir da analise cromatografica do musculo em

nossos resultados.

6. CONCLUSAO

Nossos dados ressaltam a necessidade da aplicagdo de novas formas
avaliativas da bioconversdo do ALA em espécies mais longas, isso porque as taxas
sanguineas demonstram o resultado da conversao e utilizagdo que ocorrem nos

tecidos. Os resultados dessa pesquisa mostraram a singularidade de cada tecido



21

analisado quanto a bioconversdo de ALA em EPA e DHA podendo depender ou nao
da ingestdo do 6mega-3, ou até mesmo ter uma grande expressdo de enzimas
elongases e dessaturases pode n&o ser uma certeza de ocorrer a bioconversao.
Além disso, foram observadas diferencas na composicdo dos acidos
graxos poliinsaturados em cada tecido e na expressao dos genes das enzimas de
dessaturagédo e elongacédo, possivelmente reguladas pelo mecanismo de feedback
negativo. Nossos resultados a respeito das diferengas entre as taxas de bioconverséo
de acordo com o tecido sio reforgcados pela literatura. Entretanto, sdo necessarios
mais estudos a fim de compreender melhor o mecanismo e especificidade de

bioconversao tecidual.
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